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Bedingt durch den enormen medizinischen und technischen Fortschritt der Medizin ist die 
durchschnittliche Lebenserwartung der Bevölkerung in den hochentwickelten Industrie-
ländern im vergangenen Jahrhundert stetig angestiegen. Zudem trug die verbesserte 
medizinische Diagnostik und Therapie vor allem bei den altersbedingten Erkrankungen wie  
z. B. den kardiovaskulären Erkrankungen zu einer erhöhten Lebensqualität in unserer 
Gesellschaft bei. Mit dem zunehmenden Alter der Menschen kommt es aber auch vermehrt zu 
altersbedingten, neurodegenerativen Erkrankungen. Hierzu zählen insbesondere die 
chronischen neurologischen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson. 
Aber auch akute altersbedingte Erkrankungen wie der Schlaganfall treten immer häufiger auf: 
So zählt der Schlaganfall in den Industrienationen nach den kardiovaskulären Erkrankungen 
und den Krebserkrankungen zu der dritthäufigsten Todesursache (American Heart 
Association, 2001). Die wohl bekannteste und häufigste Form der mit Demenz 
einhergehenden Erkrankung ist Morbus Alzheimer. Weltweit sind 15 bis 25 Millionen und in 
Deutschland ca. 1 Million Patienten erkrankt. So leiden in Deutschland 5 % der über 65-
jährigen und mehr als ein Drittel der über 85-jährigen an den Folgen der fortschreitenden 
Demenz wie Verlust des Kurzzeitgedächtnisses, Sprachstörungen, räumliche und zeitliche 
Desorientiertheit und Persönlichkeitsstörungen wie gesteigerte Aggressivität und 
Depressionen. Aufgrund der demographischen Entwicklung wird in den kommenden Jahren 
mit einer dramatischen Zunahme der Patienten mit Morbus Alzheimer gerechnet, so dass 
diese Erkrankung bald die häufigste Ursache für Pflegebedürftigkeit im Alter sein wird 
(Antuono und Beyer, 1999; Palmer, 2002). Die Kosten für Pflege und Behandlung der an 
Morbus Alzheimer erkrankten Patienten liegen für das deutsche Gesundheitssystem schon 
heute bei über 30 Milliarden Euro pro Jahr mit stark steigender Tendenz. 
 
Verantwortlich für die Symptome des Morbus Alzheimer ist die Degeneration von 
kortikalen und hippokampalen Neuronen (Mattson, 2000). Ablagerungen, die sogenannten 
amyloiden Plaques – zuerst von Virchow im Jahre 1853 beschrieben und durch Spaltung von 
APP (ß-Amyloid Precursor Protein) durch ß- oder γ-Sekretasen entstanden (Nussbaum und 
Ellis, 2003) – und aus hyperphosphorylierten Tau gebildete neurofibrilliäre Bündel sind die 
histopathologischen Kennzeichen der Alzheimer-Erkrankung (Cutler und Sramek, 2001). 
Anfang des 20. Jahrhunderts begann die Suche nach einer krankhaften Ursache des 
menschlichen Alterns durch den deutschen Psychiater und Neuropathologen Alois Alzheimer, 
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der mit der Beschreibung seines ersten Falles – Auguste D. – die Forschung der nach ihm 
benannten Krankheit Morbus Alzheimer einleitete (Alzheimer, 1906). Auch 100 Jahre später 
sind die derzeitigen therapeutischen Ansätze zur Behandlung der Alzheimer-Erkrankung 
immer noch dürftig. Zwar kann der progressive Krankheitsverlauf durch die Behandlung 
verzögert werden, ein Aufhalten der Erkrankung oder vielmehr eine Heilung des Morbus 
Alzheimer liegt momentan aber leider noch in weiter Ferne. 
 
Wenn man sich obige Fakten vor Augen hält, wird ersichtlich, wie wichtig die Erforschung 
der Mechanismen des neuronalen Zelltodes und den damit verbundenen neurodegenerativen 
Erkrankungen für die Lebensqualität des Patienten und für unser Gesundheitssystem ist. Die 
Forschung an den pathophysiologischen Mechanismen des neuronalen Zelltods ist daher 
unabdingbar für dringend benötigte neue Ansätze zur Therapie der neurodegenerativen 
Erkrankungen. 
Der bei den chronisch neurodegenerativen Erkrankungen stattfindende neuronale Zelltod ist 
weitestgehend eine Mischform aus dem aktiven Selbstmordprogramm, der Apoptose, und 
einem durch metabolischen Kollaps ausgelösten passiven Zelltod, der Nekrose (Nicotera et 
al., 1999). Im Gegensatz zur Apoptose ist die Nekrose ein energieunabhängiger, passiver und 
schnell ablaufender Prozess (Eguchi et al., 1997; Leist et al., 1997), bei dem es zu einem 
starken Anstieg der intrazellulären Calciumkonzentration mit Schädigung der Mitochondrien 
kommt. Das Chromatin verklumpt zu ungleichmäßig geformten Stücken (Kerr et al., 1995), 
und die Ribosomen können sich vom endoplasmatischen Retikulum ablösen. Die Zelle und 
die Zellorganellen schwellen an und werden im Laufe der Nekrose zerstört, die 
Plasmamembran reißt und löst sich später auf, und der Zellinhalt wird in das extrazelluläre 
Milieu freigegeben (Kerr et al., 1994), was eine inflammatorische Reaktion mit Ödembildung 
und Gewebeschädigung zur Folge hat.  
 
Apoptose ist eine Form des Zelltodes, welche sowohl während der Entwicklung eines 
Organismus als auch unter pathologischen Bedingungen eine Rolle spielt und häufig in der 
Literatur unter dem Synonym „programmierter Zelltod“ zu finden ist (Graham und Cehn, 
2001; Martin, 2001). Grund hierfür sind die vergleichbaren biochemischen Mechanismen, die 
bei diesen Prozessen eine Rolle spielen. Während der Entwicklung eines neuen Organismus 
ist der programmierte Zelltod unabdingbar bei der Bildung von Organen und Gewebe. Hierbei 
entscheidet ein genau festgelegter genetischer Plan, welche Zellen weiter differenzieren und 
welche absterben. Im post-mortem-Gewebe von Morbus Alzheimer-Patienten und in 
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geschädigten Gehirngeweben von experimentellen Trauma- oder Schlaganfallmodellen  
konnten Anzeichen von Apoptose gefunden werden (Jellinger und Stadelmann, 2001; 
Johnson et al., 1995; Nolan et al., 2000). Physiologisch gesehen findet bei dem 
programmierten Zelltod bzw. bei der neuronalen Apoptose eine Phagozytose statt. Eine 
Auflösung der apoptotischen Zelle mit Freisetzung des Zytoplasmas ist nicht festzustellen. 
Vor der Phagozytose läuft aber eine Kaskade verschiedener Reaktionen ab: Das Chromatin 
kondensiert zu einer scharf abgrenzenden Masse, die sich an die Kernmembran anlagert oder 
eine glatte runde Masse im Zellkern bildet, während es zu einer Schrumpfung der Zelle 
kommt (Majno und Joris, 1995). Häufig entstehen dabei zytoplasmatische Vakuolen. 
Plasmamembran und die Struktur der Mitochondrien bleiben hingegen intakt, so dass der 
Zellinhalt nicht freigesetzt wird und inflammatorische Prozesse ausbleiben (Kerr und 
Harmon, 1991). Nach einiger Zeit kommt es zu DNA-Doppelstrangbrüchen mit einer 
charakteristischen Größe von 180 Basenpaaren und einem Vielfachen davon, ausgelöst durch 
Ca2+/Mg2+-abhängige Endonukleasen (Arends et al., 1990; Wyllie, 1980). Diese Fragmente 
können isoliert werden und zeigen in der Elektrophorese das typische Bild einer DNA-Leiter 
(Masters et al., 1989; Shi et al., 1990). Im weiteren Verlauf der Apoptose bilden sich dann die 
sogenannten apoptotischen Körperchen, die kleine fragmentierte Chromatinstücke, intakte 
Mitochondrien und endoplasmatisches Retikulum enthalten und von einer Membran umgeben 
sind. Diese Membran-umhüllten apoptotischen Körperchen werden von Makrophagen oder 
benachbarten Zellen phagozytiert (Kerr et al., 1995). Die Apoptose findet dabei ohne 
inflammatorische Reaktionen statt (Wyllie et al., 1980). 
 
Im Folgenden seien einige Kaskaden genannt, die die neuronale Apoptose auslösen können: 
 Überaktivierung von Glutamatrezeptoren induziert Apoptose durch einen gesteigerten 
Calciumeinstrom in die Zelle, welcher durch gestörte Calciumhomöostase zur Exzitotoxizität 
führt und bei verschiedenen Krankheiten wie Trauma, Schlaganfall und Morbus Alzheimer 
involviert ist (Choi, 1992). 
 Oxidativer Stress schädigt Lipide, Proteine und Nucleinsäuren durch freigesetzte 
Radikale (Mattson, 2000). 
 Mitglieder der B-cell lymphoma-2-Familie (Bcl-2-Familie) induzieren neuronalen 
Zelltod über verschiedene Signaltransduktionswege. Zu den 25 Mitgliedern der Bcl-2-Familie 
gehören sowohl apoptotische als auch antiapoptotische Mitglieder (Reed, 2002). Zu den am 
besten untersuchten antiapoptotischen Mitgliedern zählen Bcl-2 und Bcl-extra long (Bcl-xL) 
und zu den apoptotischen das Bcl-assozierte X-Protein (Bax) und der Bcl-assoziierte 
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Todespromotor (Bad). Überexpression von Bcl-2 in neuronalen Zellkulturen und transgenen 
Mäusen schützt vor neuronalem Zelltod – induziert durch exzitotoxische bzw. oxidative 
Schädigungen (Martinou, 1994) – oder vor Wachstumsfaktorentzug (Garcia et al., 1992). Des 
weiteren sind Neurone von Bax-/--Mäusen vor Apoptose geschützt (White et al., 1998) und 
Bcl-2-Bindung durch Bad hemmt die antiapoptotische Wirkung von Bcl-2 (Zha et al., 1997). 
Eine erhöhte Permeabilität der Mitochondrienmembran mit anschließender Cytochrom C-
Freisetzung wird unter Schädigungsbedingungen durch die Aktivierung der apoptotischen 
Mitglieder der Onkogen-Proteinfamilie ausgelöst. Vor allem Bid und Bax führen hierdurch zu 
einer verstärkten Caspaseaktivierung mit anschließendem neuronalen Zelltod (Plesnila et al., 
2002; Putcha et al., 1999). 
 Caspasen (Cystein/Aspartat-spezifische Proteasen) werden sowohl zu den Initiatoren 
als auch zu den Effektoren des apoptotischen Zelltods gezählt. So wird Caspase-8 zum 
Beispiel durch den Apoptose-induzierenden Rezeptor Apo-1 oder durch den Todesrezeptor 
Fas aktiviert (Raoul et al., 2000; Roth, 2001). Die Aktivierung der Todesrezeptoren kann 
dabei über den extrinsischen Todesweg zu Apoptose durch Aktivierung der sogenannten 
Effektorcaspasen wie Caspase-3 führen (Ashe und Berry, 2003), ohne dass eine Veränderung 
der Mitochondrienmembran oder eine Freisetzung mitochondrialer Faktoren messbar ist 
(Scaffidi et al., 1998). Aber Caspasen sind nicht nur im extrinsischen Todesweg involviert, 
sondern auch in den durch gestörte Ionenpermeabilität-induzierten intrinsischen, 
Mitochondrien-abhängigen Todesweg, bei dem aus den Mitochondrien Cytochrom C 
freigesetzt wird (Chan und Mattson, 1999, Cheng et al., 2001). Dieses bildet mit dem 
Apoptose-Protease-Aktivierungsfaktor-1 (Apaf-1) und Procaspase-9, das sogenannte  
Apoptosom. Im Apoptosom liegt die Caspase-9 in der aktiven Form vor, die dann mehrere 
Effektorcaspasen, z. B. Caspase-3 aktiviert und so die Endphase der Apoptose einleitet (Zou 
et al., 1999). 
 
Betrachtet man die komplexe Organisation des Nervensystems wird deutlich, welche 
vielfältigen Aufgaben unser Gehirn übernimmt. Hält man sich vor Augen, dass Neurone im 
Gegensatz zu proliferierenden Zellen ein ganzes Leben lang überleben müssen und dabei 
lebenswichtige Funktionen übernehmen, wird ersichtlich, wie wichtig die Erforschung 
neuroprotektiver Mechanismen ist. Obwohl die Forschung auf dem Bereich der 
Neurowissenschaften in den letzten Jahren stetig zugenommen hat, ist bislang der 
entscheidende Durchbruch bei der Therapie neurodegenerativer Erkrankungen 
unterschiedlichster Genese nicht gelungen. So fehlt bis heute eine kausale Therapie, um den 
1 Einleitung_______________________________________________________________________5 
durch neuronalen Zelltod ausgelösten Verlust einzelner Gehirnfunktionen wie beim 
Schlaganfall oder Morbus Alzheimer zu behandeln. Um diese neurodegenerativen 
Erkrankungen in Zukunft vollkommen therapieren zu können, ist die Erforschung alter und 
neuer neuroprotektiver Transduktionswege unabdingbar.  
 
Neurotrophe Faktoren gehören zu der Gruppe der Wachstumsfaktoren, die neuroprotektiv 
wirken können und vor Apoptose durch Aktivierung verschiedenster Rezeptoren und 
Signaltransduktionskaskaden schützen. So vermindern Brain-derived Neurotrophic Factor 
(BDNF), Nerve Growth Factor (NGF), Transforming Growth Factor-ß1 (TGF-ß1) und Basic 
Fibroblastic Growth Factor (bFGF) neuronalen Zelltod durch Induktion von endogenen 
protektiven Faktoren wie Antioxidantien, protektiven Mitgliedern der Bcl-2-Familie wie Bcl-
2 und Bcl-xL oder Calbindin (Mattson et al., 1995). Aber auch die Gruppe der Zytokinine wie 
Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) und Ciliary Neurotrophic Factor (CNTF) schützen in 
experimentellen Methoden vor neuronalem Zelltod (Hagg und Varon, 1993; Semkova et al., 
1999; Semkova und Krieglstein, 1999a; Tamatani et al., 1999).  
 
Neurotrophine bilden eine Familie der Wachstumsfaktoren und fördern die Entwicklung und 
Differenzierung, das Überleben der Zellen und das Wachstum verschiedenster Neurone im 
zentralen und peripheren Nervensystem (Klesse et al., 1999; Patapoutian und Reichardt, 
2000). Zu den Neurotrophinen werden u. a. BDNF, NGF, Neurotrophin-3 (NT-3), 
Neurotrophin-4/5 (NT-4/5) gezählt. Sie binden mit unterschiedlicher Affinität an 
verschiedenen, membranständigen Rezeptoren, zum einen an hochaffine Tyrosinkinase-
rezeptoren, Tropomyosin-related kinase (Trk) genannt, und an den niedrigaffinen 
Neurotrophinrezeptor p75NTR, einem Mitglied der TNF-Rezeptorfamilie (Kaplan und Miller, 
2000; Klesse und Parada, 1999). Bislang wurden drei verschiedene Trk-Rezeptoren 
charakterisiert, an denen die Neurotrophine mit unterschiedlicher Bindungsaffinität binden: 
NGF bindet mit hoher Affinität an TrkA, BDNF und NT-4/5 an TrkB und NT-3 an TrkC und 
mit niedriger Affinität an TrkA und TrkB (Abb. 1.1; Cordon-Cardo et al., 1991; Klein et al., 
1991a,b; Thoenen und Sendtner, 2002). Alle Neurotrophine binden mit gleicher Affinität aber 
unterschiedlicher Kinetik an p75NTR (Bibel und Barde, 2000; Hempstead, 2002). 
Neurotrophin-6 (NT-6) und Neurotrophin-7 (NT-7) sind bislang nur im Zebrafisch 
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Abb. 1.1: Interaktionen der Neurotrophine mit ihren Rezeptoren 
Wechselwirkung der Neurotrophine Nerve Growth Factor (NGF), Brain-derived Neurotrophic Factor 
(BDNF), Neurotrophin-3 (NT-3) und Neurotrophin-4/-5 (NT-4/5) mit den entsprechenden hochaffinen 
Tropomyosin-related Kinase (Trk)-Rezeptoren und dem niedrigaffinen p75NTR-Rezeptor. Die dicken 
Pfeile symbolisieren die bevorzugten Interaktionen der Neurotrophine und die dünnen Pfeile ein 
niedrigaffines Bindungsverhalten. 
 
Die Entdeckung des Nervenwachstumsfaktors NGF durch Levi-Montalcini, die 1986 den 
Nobelpreis für Medizin erhielt, und Angeletti in den 50iger Jahren war der Ausgangspunkt für 
die Erforschung der Neurotrophine (Levi-Montalcini und Angeletti, 1968; Levi-Montalcini, 
1987). NGF leitet die Differenzierung und das Wachstum während der Entwicklung ein 
(Lewin und Barde, 1996) und vermittelt neuroprotektive Effekte sowohl cholinerger Neurone 
im basalen Vorderhirn als auch hippokampaler Neurone nach Ischämie (Fischer et al., 1987; 
Hefti und Weiner, 1986; Semkova et al., 1996a,b). NGF ist aus α-, ß-, γ-NGF Untereinheiten 
aufgebaut. Die α-Untereinheit stellt dabei eine inaktive Zymogenform dar (Bax et al., 1997). 
γ-NGF ist eine aktive Protease, die Pro-NGF zu NGF prozessiert (Jongstra-Bilen et al., 1989) 
und ß-NGF ist die eigentliche Wirkform – auch als 2.5S NGF bezeichnet (Perez-Polo et al., 
1972). 2.5S NGF reagiert mit 2 Arten von Rezeptoren, dem hochaffinen NGF-Rezeptor TrkA 
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und den niedrigaffinen NGF-Rezeptor p75LNGFR. α- und γ-NGF blockieren die Bindestelle für 
ß-NGF am TrkA- und am p75-Rezeptor (Wiesmann und de Vos, 2001). 
 
Die Rolle des niedrigaffinen NGF-Rezeptors p75LNGFR wird kontrovers diskutiert (Carter und 
as Vorkommen des hochaffinen NGF-Rezeptors TrkA in hippokampalen Neuronen wird in 
Lewin, 1997). So vermittelt der niedrigaffine NGF-Rezeptor in Abwesenheit des TrkA-
Rezeptors neuronalen Zelltod während der Entwicklung (Barrett, 2000; Casaccia-Bonnefil et 
al., 1999) oder in hippokampalen Neuronen nach Inkubation mit NGF (Friedman, 2000). 
Andererseits zeigen andere Studien, dass der p75-Rezeptor nicht nur NGF-induzierte 
Differenzierung (Hempstead et al., 1991; Verdi et al., 1994) vermittelt, sondern auch 
Neuroprotektion über diverse Signaltransduktionswege in verschiedenen Kulturen wie 
kortikalen und hippokampalen Kulturen und in PC12-Zellen (Bui et al., 2002; Culmsee et al., 
2002; Greene und Kaplan, 1995; Lachyankar et al., 2003; Mamidipudi et al., 2002; Roux et 
al., 2001). Ferner konnte gezeigt werden, dass der niedrigaffine NGF-Rezeptor p75 mit dem 
hochaffinen NGF-Rezeptor TrkA interagiert: Co-Expression beider Rezeptoren steigert 
sowohl die Bindungsaffinität (Benedetti et al., 1993; Hempstead et al., 1991; Mahadeo et al., 
1994) als auch die Ligandenspezifität von NGF an den Trk-Rezeptor (Lee et al., 1994), so 
dass die NGF-induzierte TrkA-Aktivität gesteigert wird (Barker und Shooter, 1994; 
Hantzopoulos, 1994; Lad und Neet, 2003). 
 
D
der Literatur widersprüchlich beschrieben. Während in einigen Studien ein Vorkommen des 
TrkA-Rezeptors in hippokampalen Neuronen nicht nachgewiesen werden konnte (Friedman, 
2000; Ip et al., 1993), zeigten andere Arbeitsgruppen die Expression von TrkA – neben TrkB 
und TrkC – in hippokampalen Zellen (Cellerino, 1993; Culmsee et al., 2002; Lee et al., 
1998a,b). Der hochaffine NGF-Rezeptor TrkA, der neben einer Tropomyosin-Gensequenz 
auch eine Tyrosinkinasedomäne besitzt, wurde zuerst im humanen Colonkarzinom entdeckt 
(Martin-Zanca et al., 1986) und wird daher auch zu den Protoonkogenen gezählt (Descamps 
et al., 2001). Die Tatsache, dass das Expressionsprofil für trka mit der Lokalisation der 
Neurone, die auf NGF ansprechen, identisch war und gleichzeitig eine Größe des Proteins von 
140 kDa festgestellt werden konnte, veranlasste 1991 die Arbeitsgruppe von Barbacid TrkA 
als Rezeptor für NGF zu deklarieren (Klein et al., 1991a). Der hochaffine NGF-Rezeptor 
kommt in drei verschiedenen Splice-Varianten vor, die ihrerseits unterschiedliche Aufgaben 
in der Zelle verrichten. A) Eine 84 kDa große TrkA-Form, die unglykosyliert ist und deren 
Aufgabe bis dato unbekannt ist (Meakin et al., 1992). B) Eine internalisierte, intrazelluläre 
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und „unreife“ 110 kDA große TrkA-Form, die im Vergleich zur 140 kDa-Variante nur 
teilweise glykosyliert ist und für die NGF-induzierte Differenzierung zuständig ist und C) 
eine membranständige, extrazelluläre und reife 140 kDA große TrkA-Variante, die 
glykosyliert ist und die NGF-vermittelte Neuroprotektion induziert (Clary und Reichardt, 
1994; Leoni und Valtorta, 2002; Martin-Zanca et al., 1989; Zhang et al., 2000). Die 
Arbeitsgruppe von Segal konnte zeigen, dass die Glykosylierung die Lokalisation und 
Aktivität des TrkA-Rezeptors regelt. Nicht-glykolisierte TrkA-Rezeptoren translozieren nicht 
an die Zelloberfläche, und können somit weder den Ras/Mitogen-aktivierte Proteinkinase-
Kinase (MEK)/Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Signaltransduktionsweg aktivieren 
noch Differenzierung von Neuronen induzieren (Watson et al., 1999).  
Ähnlich wie an den Rezeptoren für Insulin-like Growth Factor (IGF) und Epidermal-like 
Growth Factor-1 (EGF-1) und Platelet-derived Growth Factor (PDGF)  (Schlessinger, 1988; 
Ullrich und Schlessinger, 1990) führt die Bindung von NGF an den TrkA-Rezeptor zu einer 
mit trans-Autophosphorylierung einhergehenden Dimerisierung (Cunningham et al., 1997) 
und nachfolgender Aktivierung des Rezeptors (Jing et al., 1992; Kaplan et al., 1991a,b) und 
nachgeschalteter Transduktionswege (Abb. 1.2; Klesse et al., 1999). Hierzu gehören der 
Phosphoinositol-3-Kinase (PI3-K)-Signalweg mit anschließender Phosphorylierung der 
Serin/Threonin-Kinase Akt/Proteinkinase B (PKB) und Nuclear Factor-kappa B (NF-κB)-
Aktivierung (Maggirwar et al., 1998; Yuan und Yankner, 2000) und der Ras/MEK/MAPK-
Signalweg (Gomez und Cohen, 1991; Nobes et al., 1996). Sechs der TrkA-
Autophosphorylierungsstellen sind bis jetzt identifiziert worden: drei innerhalb der 
katalytischen Domäne – Tyr-670, Tyr-674 und Tyr-675 – und drei außerhalb der 
katalytischen Domäne – Tyr-490, Tyr-751, Tyr-785 (Segal et al., 1996). Der Tyr-490 Rest 
und der C-terminale Rest Tyr-751 sind für Differenzierung und Neuroprotektion die 
wichtigsten Phosphorylierungsstellen, die nach Bindung von NGF an den TrkA-Rezeptor 
aktiviert werden und ihrerseits Signalproteine wie PI3-K, Shc und Phospholipase-γ1 (PLC-γ1) 
aktivieren (Kaplan und Stephens, 1994). Nach NGF-Bindung an den hochaffinen NGF-
Rezeptor bindet die 85 kDa-Untereinheit der PI3-K an Tyr-751 (Obermeier et al., 1993b) mit 
anschließender Aktivierung der PI3-K (Soltoff et al., 1992) und der PKB/Akt, welche 
wiederum über verschiedene Signaltransduktionswege antiapoptotische Effekte vermitteln 
(Brunet et al., 2001; Yao und Cooper, 1995). Eine Bindung und Aktivierung von Shc (Van 
der Geer et al., 1995) und der damit verbundenen Aktivierung des Ras/MEK/MAPK-
Signalweges mit nachfolgender Differenzierung oder Neuroprotektion (Baxter et al., 1995) 
und eine nachfolgend Ras-vermittelte Bindung und Aktivierung der PI3-K (Obermeier et al., 
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1993b; Rodriguez-Viciana et al., 1994) resultiert aus einer NGF-induzierten TrkA-
Phosphorylierung an Tyr-490. Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass eine 
Phosphorylierung an Tyr-785 durch NGF – einer Bindungsstelle in der Nähe des C-Terminus 
von TrkA – zur Bindung der SH2-Domäne von PLC-γ1 (Obermeier et al., 1993a; Ohmichi et 
al., 1991; Vetter et al., 1991) mit nachfolgender Aktivierung der Proteinkinase C (PKC) führt 
(Lee und Rhee, 1995). Die PKC wiederum aktiviert den MAPK-Signalweg (Corbit et al., 
1999) mittels Phosphorylierung von Ras (Marais et al., 1998) und Raf (Kolch et al., 1993), 
was zeigt, dass NGF den Ras/MEK/MAPK-Signalweg sowohl über eine Phosphorylierung 
des TrkA-Rezeptors an Tyr-490 als auch an Tyr-785 stimuliert und so Differenzierung und 
Neuroprotektion vermittelt (Obermeier et al., 1994; Stephens et al., 1994). Ferner konnte die 
Aktivierung der PI3-K- und der MAPK-Signaltransduktionswege Schutz der Mitochondrien 
und Stabilisierung der Calciumhomöostase mittels Induktion von antioxidativen Enzymen wie 
Superoxiddismutase und Glutathionperoxidase durch NGF gegen Glutamat-induzierte 
Neurotoxizität vermitteln (Mattson et al., 1993, 1995). 
 









































NGF bindet an den hochaffinen NGF-Rezeptor TrkA. Nach Phosphorylierung des Rezeptors – welche 
durch Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTP) inhibiert wird – und Bildung eines 
Heterotetramerkomplexes mit dem niedrigaffinen NGF-Rezeptor p75 verläuft die intrazelluläre NGF-
Signaltransduktion über die Aktivierung zweier Signalwege: A.) Nach Bindung der 85 kDa-
Untereinheit der Phosphoinositol3-Kinase (PI3-K) an Tyr-751 des TrkA-Rezeptors vermittelt der PI3-
K/Akt-Signaltransduktionsweg Neuroprotektion u. a. über die Aktivierung des Transkriptionsfaktors 
Nuclear Factor-kappaB (NF-κB) – der eine Induktion der Mangan-abhängigen Superoxiddismutase 
(MnSOD) und der antiapoptotischen Onkogene B-Cell lymphoma-2 (Bcl-2) und B-Cell lymphoma 
extra long (Bcl-xL) einleitet – über eine Aktivierung von cAMP response Element-binding Protein 
(CREB), über eine Hemmung des Bcl-assozierten Todespromotor (Bad), der Glykogensynthasekinase-
3ß (Gsk-3ß) und der p53-vermittelten Cystein/Aspartat-spezifischen Protease-3 (Caspase-
3)Aktivierung. B.) Shc bindet an Tyr-490 des TrkA-Rezeptors und aktiviert den Ras/Raf/Mitogen-
aktivierte Proteinkinase-Kinase (MEK)/MAPK-Signaltransduktionsweg, der Neuroprotektion über 
eine Aktivierung von Akt und CREB und über eine Hemmung von Bad vermittelt. Eine Inhibition der 
neuroprotektiven Signalwege kann über den PI3-K-Inhibitor Wortmannin (WM) und den MEK-
Inhibitor UO126 induziert werden. (Abbildung modifiziert nach Yuan und Yankner, 2000) 
 
Zwar wurde NGF bisher in einigen klinischen Studien gegen Morbus Alzheimer (Seiger et al., 
1993) eingesetzt, die therapeutische Anwendung von NGF ist jedoch problematisch. Es 
handelt sich hierbei um ein hochmolekulares Molekül, welches die Blut-Hirn-Schranke nicht 
überwinden kann und somit ungünstige pharmakokinetische Eigenschaften vorliegen. Bei der 
direkten Injektion in das Gehirngewebe waren ferner erhebliche Nebenwirkungen wie 
Myalgien, Hyperalgesien (Petty et al., 1994) und Gewichtsreduzierungen (Eriksdotter 
Jonhagen et al., 1998) zu verzeichnen, von der durch die intracerebrale Injektion auftretenden 
hohen Belastung für den Patienten erst gar nicht zu sprechen. Eine Standardapplikation von 
NGF zur Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen liegt derzeitig nicht vor. Ein 
möglicher Ansatz stellt daher die Stimulation der Synthese und Freisetzung von endogenen, 
neurotrophen Substanzen durch oral applizierbare, niedermolekulare lipophile Substanzen 
dar, die in der Lage sind, die Blut-Hirn-Schranke zu passieren. So konnten Kuhn und Mueller 
(1995) zeigen, dass die NGF-Synthese durch Catecholamine stimuliert wird und die 
Arbeitsgruppe um Thoenen, dass eine Stimulation der cholinergen Aktivität durch Pilocarpin 
die NGF- und BDNF-Synthese anregt (Da Penha et al., 1993). Auch mit Glukocorticoiden 
wie Dexamethason konnte die NGF mRNA in hippokampalen Neuronen hochreguliert 
werden (Lindolm et al., 1992). Frühere Studien in unserem Labor konnten zeigen, dass eine 
Induktion von NGF durch das ß2-Sympathomimetikum Clenbuterol sowohl in vitro als auch 
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in vivo zur Neuroprotektion gegenüber verschiedenen Schädigungsmodellen führt (Culmsee 
et al., 1999a,b; Krieglstein et al., 1999; Semkova et al., 1996a; Zhu et al., 1998; Zhu und 
Krieglstein, 1999). Es scheint, dass die NGF-induzierenden Substanzen an verschiedenen 
Zelltypen wie Neurone und Gliazellen angreifen und dort über verschiedene 
Signaltransduktionswege die NGF-Freisetzung induzieren (Culmsee et al., 1999a,b; Houlgatte 
et al., 1989; Semkova et al., 1996b). 
 
Eine Möglichkeit die NGF-induzierten, neuroprotektiven Signaltransduktionswege zu 
imitieren, ist die Aktivierung des TrkA-Rezeptors durch Protein-Tyrosin-Phosphatase- 
Inhibitoren. Der Tyrosinphosphorylierungsgrad von zellulären Proteinen wird durch Protein-
Tyrosin-Kinasen (PTK) und Protein-Tyrosin-Phosphatasen (PTP) reguliert (Barford, 1995; 
Barford et al., 1995). Die PTK transferieren dabei γ-Phosphat von Adenosintriphosphat (ATP) 
auf Tyrosinreste und PTP spalten dieses wieder ab (Hunter, 1995). Reversible 
Tyrosinphosphorylierung ist in verschiedenen, durch Wachstumsfaktor-vermittelte 
Signaltransduktionswege involviert. Beispielsweise interagiert SHP-1 mit dem 
Tyrosinkinaserezeptor TrkA und SHP-2 mit dem Rezeptor für CNTF (Arregui et al., 2000). 
Dabei spielt die Protein-Tyrosin-Phosphorylierung mittels Dephosphorylierung von Protein-
Tyrosinresten der autophosphorylierten Wachstumsfaktorrezeptoren eine zentrale Rolle, z. B. 
bei der Regulation von verschiedensten Proteinen (Li und Dixon, 2000; Mustelin et al., 2002; 
Neel und Tonks, 1997; Schlessinger und Ullrich, 1990; Van Vector, 1998), die in zellulären 
Prozessen und neuroprotektiven Signalwegen involviert sind (Faure et al., 1992; Boehmer et 
al., 1993). PTP stimulieren oder inhibieren diese zellschützenden Signaltransduktionswege 
(Ostman und Boehmer, 2001). Dies geschieht zum einen durch Aktivierung von sogenannten 
„Rezeptor gebundenen PTK“, auch Rezeptortyrosinkinasen (RTK) genannt, oder „nicht 
Rezeptor gebundenen PTK“ (Zheng et al., 1992), welche neuroprotektive Signale vermitteln 
(Mustelin et al., 2002). Zum anderen laufen die Prozesse mittels Inaktivierung der RTK und 
der ungebundenen PTK oder deren Substrate ab (Brautigan et al., 1981; Tonks und Neel, 
2001). So haben zum Beispiel frühere Studien gezeigt, dass die Src homology-containing 
Protein-Tyrosin-Phosphatase-2 (SHP-2, oder auch PTP-1D genannt) Ischämie-induzierte 
Schädigung des Gehirns vermindert (Aoki et al., 2000), die dual-spezifische Protein-Tyrosin-
Phosphatase PTEN aber den neuroprotektiven PI3-K/Akt-Signaltransduktionsweg mittels 
Inhibierung der 85 kDa Untereinheit der PI3-K über eine Dephosphorylierung hemmt (Wu et 
al., 1998).  
12______________________________________________________________________1 Einleitung 
Die Gruppe der PTP umfasst nahezu 100 Enzyme (Ostman und Boehmer, 2001), hierzu 
gehören die rezeptorgebundenen, die rezeptorungebundenen und die dualspezifischen Protein-
Tyrosin-Phosphatasen. Die rezeptorgebundenen PTP – z. B. CD45 und LAR – enthalten eine 
extrazelluläre Domäne unterschiedlicher Länge und Zusammensetzung, eine sogenannte 
Transmembrandomäne und eine oder zwei intrazelluläre katalytische Domänen (Neel und 
Tonks, 1997). Die intrazellulären PTP – z. B. PTP-1B, SHP-1 und SHP-2 – besitzen eine 
katalytische Domäne und verschiedene Amino- und Carboxy-terminale Regionen mit 
Interaktions- und  Regulationsfunktionen (Mauro und Dixon, 1994). Dual spezifische PTP 
dephosphorylieren nicht nur an Tyrosinresten, sondern auch an Serin/Threoninresten. Sie 
besitzen große Sequenzähnlichkeit mit VH1 (vaccinia open reading frame H1) (Stone und 
Dixon, 1994). Allen Protein-Tyrosin-Phosphatasen sind die PTP-Domäne und die 
’flankierende Domäne’, welche die katalytische Aktivität reguliert (Tonks und Neel, 2001), 
gemeinsam. Die PTP-Domäne besteht aus 240 bis 250 Aminosäuren, wobei eines der 
enthaltenen Cysteine für die katalytische Aktivität entscheidend ist (Jia et al., 1995). Die Tiefe 
der hydrophoben, katalytischen Tasche der PTP ist verantwortlich für die Spezifität, denn nur 
yrosinphosphatreste besitzen die notwendige Länge, um in der katalytischen Tasche zu T
binden (Barford et al., 1994; Pannifer et al., 1998). Charakteristisch ist auch die 
Konformationsänderung der katalytischen Tasche nach Substratbindung. Dabei protoniert die 
Asparaginsäure das freiwerdende, negativ geladene Phosphat (Tonks und Neel, 2001). Des 
weiteren ist die Asparaginsäure für die Regeneration der PTP verantwortlich (Denu et al., 
1996). Reguliert werden die Protein-Tyrosin-Phosphatasen durch Protein-Protein-
Interaktionen oder durch posttranslationale Modifikationen wie z. B. Phosphorylierungen 
(Van Vector et al., 1998). So wird z. B. die PTP-1B unter Stress an Ser-352 und Ser-386 
(Shifrin et al., 1997) oder nach Interaktion mit dem Rezeptor für EGF an Tyr-66 
phosphoryliert und aktiviert (Liu und Chernoff, 1997). Insulin stimuliert die SHP-1 durch 
Phosphorylierung an Tyr-538 (Uchida, 1994). Inhibiert werden die PTP z. B. durch reversible 
Oxidation an Cysteinresten des katalytischen Zentrums (Barrett et al., 1999; Gross et al., 
1999) oder durch Ligandenbindung (Peles et al., 1998) mit nachfolgender Dimerisierung der 
PTP (Desai et al., 1993; Jiang et al., 1999; Majeti et al., 1998). 
 
Natriumorthovanadat ist ein unspezifischer PTP-Inhibitor (Leis und Kaplan, 1982; Swarup 
et al., 1992), der reversibel an die Thiolgruppe des im katalytischen Zentrum sitzenden 
Cysteins bindet und somit inaktiviert (Denu et al., 1993; Huyer et al., 1997). Frühere 
experimentelle und klinische Studien haben zeigen können, dass Orthovanadat Insulin-
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mimetische Eigenschaften besitzt. Der PTP-Inhibitor aktiviert dabei indirekt über 
Phosphatasehemmung den Insulinrezeptor, woraus eine gesteigerte Tyrosinphosphorylierung 
und damit eine erhöhte Kinaseaktivität des Insulinrezeptors mit nachfolgenden Insulin-
mimetischen Effekten resultiert (Etcheverry und Cortizo, 1998; Shechter, 1990; Stern et al., 
1993). Zudem induziert Orthovanadat die Zellproliferation (Salice et al., 1999) und die 
Zelldifferenzierung (Rogers et al., 1994). Andererseits konnte gezeigt werden, dass 
rthovanadat in Konzentrationen größer 100 µM neuronalen Zelltod durch p53-Aktivierung 
d den Diabetes mellitus zu behandeln (Liu, 2003; Moller et al., 2000). Hierzu 
gehören z. B. die Dephostatin-Derivate (Umezawa et al., 2003) wie z. B. Ethyl-3,4-
O
induziert (Figiel und Kaczmarek, 1997; Huang et al., 2000) und NGF-abhängiges Wachstum 
in PC12-Zellen hemmt (Wu und Bradshaw, 1993). Nähere Untersuchungen zu möglichen 
neuroprotektiven Eigenschaften durch Orthovanadat-vermittelte PTP-Hemmung gab es zu 
Beginn der hier durchgeführten Arbeit keine. In der vorliegenden Arbeit wurde Orthovanadat 
als unspezifischer PTP-Inhibitor verwendet, um zu untersuchen, ob eine Hemmung von 
Protein-Tyrosin-Phosphataseaktivität die TrkA-vermittelten Transduktionswege, insbesondere 
den PI3-K/Akt- und den Ras/Raf/MEK/MAPK-Signalweg, aktivieren kann und somit NGF-
vermittelte neuroprotektive Effekte imitiert. 
 
Frühere Studien haben gezeigt, dass die PTP-1B verschiedene Wachstumsfaktorrezeptoren 
wie z. B. die Rezeptoren für EGF (Flint et al., 1997), IGF (Kenner et al., 1996) und PDGF 
(Lammers et al., 1993) dephosphoryliert und infolge dessen inaktiviert (Haj et al., 2003). Es 
ist daher anzunehmen, dass die PTP-1B auch andere RTK und somit auch den hochaffinen 
NGF-Rezeptor TrkA inhibiert. Die Mg2+-abhängige PTP-1B (Zipser und Kosower, 1996) ist 
eine nicht-Rezeptor-gebundene Protein-Tyrosin-Phosphatase, die in vielen Geweben 
exprimiert wird (Chernoff et al., 1990). Sie besitzt im Gegensatz zu anderen PTP keine SH2-
Domänen und ist als negativer Regulator im Insulin-vermittelten Signaltransduktionsweg 
involviert, wobei die PTP-1B den Insulinrezeptor (Ahmad et al., 1995; Seely et al., 1996) und 
das Insulinrezeptorsubstrat (IRS) (Goldstein et al., 2000) dephosphoryliert. So zeigen frühere 
Studien, dass peroral aufgenommene PTP-1B-Inhibitoren die Plasmaglukosewerte 
normalisieren (Malamas et al., 2000; Wrobel et al., 1999). Zudem zeigen PTP-1B-/--Mäuse 
eine erhöhte Insulinempfindlichkeit (Elchebly et al., 1999). Andererseits aktiviert die PTP-1B 
aber auch mittels Dephosphorylierung Proteine wie z. B. c-Src (Bjorge et al., 2000). Es sind 
bislang verschiedene Inhibitoren der PTP-1B synthetisiert worden, um die negativ 
regulatorische Wirkung der PTP-1B bezüglich der Insulin-induzierten Signalwege zu 
hemmen un
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dephostatin (Suzuki et al., 2001) und Methoxim-3,4-dephostatin (Hiroki et al., 2002) und die 
Fmoc-Derivate mit Compound 2 (Shen et al., 2001; Sun et al., 2003). In der vorliegenden 
Arbeit wurde mit diesen Derivaten untersucht, ob und welche Rolle die PTP-1B hinsichtlich 
der TrkA-Dephosphorylierung und den dadurch vermittelten Signaltransduktionswegen spielt. 
So zeigen frühere Studien, dass eine Hemmung der PTP-1B Wachstumsfaktor-vermittelte 
Effekte fördert: Der PTP-Inhibitor 3,4-Dephostatin induziert EGF-vermittelte 
Tyrosinphosphorylierung und Aktivierung von MAPK (Fujiwara et al., 1997). Es sollte daher 
untersucht werden, ob mit den PTP-Inhibitoren vergleichbare Effekte auf die TrkA und NGF-
vermittelten protektiven Signaltransduktionswege in Neuronen erreicht werden können. 
 
Die Ausgangssubstanz für die hier verwendeten Dephostatin-Derivate war das Dephostatin. 
Es wurde vor 10 Jahren zunächst aus dem Bakterium Streptomyces sp. isoliert (Imoto et al., 
1993; Kakeya et al., 1993) und ein Jahr später synthetisch hergestellt (Watanabe et al., 1994; 
Yu et al., 1995). Inhibitorische Eigenschaften besitzt Dephostatin gegen die Protein-Tyrosin-
Phosphatase CD45 aus humanen T-Zellleukämiezellen (Imoto et al., 1993; Kakeya et al., 
1993). Eine Hemmung von Serin/Threonin-Phosphatasen konnte hingegen nicht festgestellt 
werden (Watanabe et al., 1995). Während der letzten Jahre wurden mehr als 20 weitere 
Dephostatin-Derivate synthetisiert (Umezawa et al., 2003), die im Vergleich zur 
Ausgangssubstanz im Zellkulturmedium über einen längeren Zeitraum stabil sind und neben 
der CD45 auch die SHP-1 und die PTP-1B mittels Interaktion mit der katalytischen Domäne 
hemmen (Tab. 3.2; Suzuki et al., 2001; Watanabe et al., 2000). So bleibt beispielsweise Me-
3,4-dephostatin im Zellkulturmedium über 12 h stabil, während sich Dephostatin innerhalb 2 
h zersetzt (Umezawa et al., 2003). 
 
Das monomere Gas Stickstoffmonoxid (NO) besitzt als endogener Transmitter eine zentrale 
Bedeutung hinsichtlich der Regulation biologischer Prozesse in verschiedenen Geweben und 
Organen. Hierzu gehören u. a. die Vasodilatation (Furchgott und Zawadzki, 1980; Gruetter et 
al., 1979; Ignarro et al., 1997; Palmer et al., 1987), die Neurotransmission (Sanders und Ward, 
1992), die Inflammation (Eisenstein, 2001; Nathan und Shiloh, 2000) und die 
hrombozytenaggregation (Cheung et al., 1998; Radomski et al., 1990; Salvemini et al., T
1989). Im Jahre 1998 erhielten die amerikanischen Wissenschaftler R. F. Furchgott, L. J. 
Ignarro und F. Murad für die Erforschung der Wirkungen von Stickstoffmonoxid als 
Signalmolekül im menschlichen Herz-Kreislauf- und Gefäßsystem. Stickstoffmonoxid ist 
wasserlöslich und kann biologische Membranen frei passieren. Stickstoffmonoxid wird aus L-
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Arginin mit Hilfe von Stickstoffmonoxidsynthasen (NOS) in Gegenwart von Cofaktoren wie 
Nicotinamiddinucleotidphosphat, Flavindinucleotid, Flavinmononucleid und 
Tetrahydrobiopterin unter Freisetzung von L-Citrullin synthetisiert (Ignarro, 1996; Palacios et 
al., 1989; Palmer und Moncada, 1988; Wilmot und Bath, 2003). Die lokale Konzentration von 
NO ist dabei abhängig von der Expression, dem Aktivierungsstatus, der zellulären 
Konzentration und subzellulären Lokalisation der NOS (Boyd und Cadenas, 2002). Drei 
verschiedene NOS sind bislang bekannt (Forstermann et al., 1994): die konstitutiv 
vorhandene und Ca2+-abhängige endotheliale NOS (eNOS, NOS-3) und neuronale NOS 
(nNOS, oder auch NOS-1 genannt) und die Ca2+-unabhängige induzierbare NOS (iNOS, 
NOS-2) (Alderton et al., 2001; Bredt und Snyder, 1990). Neuronale und endotheliale NOS 
produzieren schnell transiente, geringe physiologische Mengen an Stickstoffmonoxid, 
wohingegen die iNOS nach Aktivierung durch Zytokinine und Endotoxine (Bredt und Snyder, 
1994; Dimmeler und Zeiher, 1999; Wong und Billiar, 1995) über Tage hohe, toxische 
Mengen an NO produziert (Billiar, 1995). Es wird daher postuliert, dass eNOS eher 
neuroprotektiv wirkt (Albrecht et al., 2003; Dawson et al., 1998; Dimmeler und Zeiher, 
999), während iNOS eher toxische Effekte induziert (Ignarro, 1996; Morishita et al., 2002; 1
Sugimoto und Iadecola, 2002). Viele Studien belegen die gegensätzlichen Eigenschaften der 
NOS auf neuronaler Ebene: Für die nNOS und iNOS sind Belege für Zelltod-induzierende 
Effekte zu finden (Atochin et al., 2003; Choi und Kim, 1998; Eliasson et al., 1999; Hewett et 
al., 1994), wohingegen die eNOS – z. B. induziert durch Statine – eher neuroprotektive 
Eigenschaften besitzt (Endres et al., 1998; Laufs et al., 2000a,b, 2002). Aktiviert werden die 
NOS durch Proteininteraktionen wie z. B. Phosphorylierung der eNOS durch Akt an Ser-1177 
(Dimmeler et al., 1999; Fulton et al., 1999) oder im Fall der eNOS und nNOS durch Anstieg 
der intrazellulären Calciumkonzentration (Knowles et al., 1989; Palmer und Moncada, 1989) 
mit nachfolgender Bindung an Calmodulin (Bredt und Snyder, 1990; Pollock et al., 1991). 
 
Stickstoffmonoxid-induzierter Zelltod findet durch Aktivierung verschiedenster Signalwege 
statt. So berichten Messmer und Bruene (1996) von einer p53-vermittelten DNA-
Fragmentierung durch den NO-Donator S-Nitroglutathion. Aber auch eine Bax- und Caspase-
vermittelte Neurotoxizität (Canals et al., 2001; Uchiyama et al., 2002; Wang et al., 2003) und 
die Bildung von Radikalen wie Peroxynitrit mit anschließender Schädigung der 
Mitochondrien induzieren Stickstoffmonoxid-vermittelten Zelltod (Bolanos et al., 1995). 
Verschiedene neuroprotektive Mechanismen werden für Stickstoffmonoxid diskutiert: Zum 
einen wirkt Stickstoffmonoxid neuroprotektiv aufgrund der antioxidativen Eigenschaften 
16______________________________________________________________________1 Einleitung 
(Chiueh, 1999). NO hemmt aber auch Caspasen durch Nitrosierung oder durch direkte, 
reversible S-Nitrosylierung an dem für die Aktivität des Enzyms essentiellen Cystein des 
aktiven Zentrums (Dimmeler et al., 1997; Li et al., 1997; Kim et al., 1998; Rossig et al., 
1999), die durch reduzierende Substanzen wie Glutathion und Dithiothreitol (DTT) wieder 
aufgehoben werden kann. Des weiteren wurde eine indirekte Caspasehemmung über den sGC 
(löslichen Guanylatcyclase)/cyclischem Guanosinmonophosphat (cGMP)-Signalweg 
beschrieben (Kim et al., 1997). Durch diese Hemmung der Caspasen werden u. a. die 
Spaltung von Bcl-2 und die Aktivierung von Bax verhindert (Kim et al., 1998; Thippeswamy 
et al., 2001), so dass die Cytochrom C-Freisetzung vermindert wird. Weiterhin konnte gezeigt 
erden, dass die MAPK Erk1 und Erk2 durch Stickstoffmonoxid p21Ras-abhängig (Lander et 
Effekt von NO (DeRubertis und Craven, 1976; Arnold et 
l., 1977). Hierbei bindet Stickstoffmonoxid an die Hämgruppe der löslichen Guanylatcyclase 
w
al., 1995a,b, 1997; Schaeffer und Weber, 1999) aktiviert werden, was nachfolgend zu einer 
neuroprotektiven NF-κB-Aktivierung (Lander et al., 1996) oder ischämischen 
Präkonditionierung (Gonzalez-Zulueta et al., 2000) führt. Zudem konnte eine indirekte 
Aktivierung des Ras/MAPK/Erk-Signalweges über den sGC/cGMP/PKG-Transduktionsweg 
in verschiedenen Zellen nachgewiesen werden (Gu et al., 2000; Hood und Granger, 1998; 
Komalavilas et al., 1999). 
Neben der Freisetzung von Neurotransmittern wie z. B. Acetylcholin, Catecholaminen, 
Aminosäuren, Serotonin, Histamin und Adenosin (Prast und Philippu, 2001) induziert 
Stickstoffmonoxid die Aktivierung der löslichen Guanylatcyclase (sGC). Für diese 
Aktivierung reichen Konzentrationen im nanomalaren Bereich aus, wohingegen alle anderen, 
NO-vermittelten Effekte höhere Konzentrationen benötigen (Davis et al., 2001). Die 
Aktivierung der sGC und die damit verbundene Synthese von cGMP wurden weitaus früher 
entdeckt als der vasodilatatorische 
a
und interagiert mit dieser (Archer et al., 1993), so dass es zur Aktivierung der sGC und 
nachfolgend der Proteinkinase G (PKG) kommt (Ignarro et al., 1982a,b; Wall et al., 2003; 
Wolin et al., 1982). Diese Enzymaktivierung führt dann über verschiedene Mechanismen wie 
die oben beschriebene Caspase-3- und Cytochrom C-Inaktivierung (Kim et al., 1997, 1999; 
Tejedo et al., 2001) oder Src-Aktivierung (Tejedo et al., 2001) zur Protektion gegenüber 
Apoptose- und Nekrose-induzierenden Signalwegen. Ebenso wird die PKG durch die lösliche 
Guanylatcyclase aktiviert (Fiscus, 2002), was ebenfalls Protektion z. B. durch Akt-




Auch ein anderer, neuroprotektiver Mechanismus könnte eine wichtige Rolle bei der 
Stickstoffmonoxid-induzierten Neuroprotektion spielen. So zeigte die Arbeitsgruppe um 
Ramponi, dass Protein-Tyrosin-Phosphatasen durch eine Stickstoffmonoxid-vermittelte 
Oxidation des für die Phosphataseaktivität essentiellen Cysteins gehemmt werden (Caselli et 
al., 1994, 1995). Diese Hemmung der PTP durch Stickstoffmonoxid hat zur Folge, dass die 
Dephosphorylierung von Wachstumsfaktorrezeptoren wie z. B. EGF inhibiert wird, so dass 
eine Erhöhung des Phosphorylierungsgrades an den neurotrophen Rezeptoren (Monteiro et 
al., 2000; Ruano et al., 2003) sowie eine Aktivierung nachgeschalteter 
Signaltransduktionswege wie z. B. dem Ras/Raf/MAPK-Signalweg resultiert (Callsen et al., 
1999). Die Hemmung von PTP durch NO könnte daher eine neue Strategie sein, um auch in 
























Die Suche nach neuen und wirksamen Ansätzen zur Therapie neurodegenerativer 
Erkrankungen erfordert die Erforschung pathophysiologischer Mechanismen des neuronalen 
Zelltods und die Entwicklung möglicher Strategien zum Eingriff in die ablaufenden 
Signalwege. In diesem Zusammenhang haben frühere Studien in unserem und in anderen 
Laboren gezeigt, dass NGF durch die Aktivierung von TrkA und der nachgeordneten 
neuroprotektiven Signaltransduktionswege Neurone in Modellen verschiedener 
neurodegenerativer Erkrankungen wirksam schützt (Cassacia-Bonnefil et al., 1999; Culmsee 
et al., 2002; Semkova und Krieglstein, 1999a,b; Sofroniew et al., 2001; Zhu und Krieglstein, 
2003).  
 
In der vorliegenden Arbeit sollte geprüft werden, ob Hemmstoffe von PTP in Neuronen 
solche neuroprotektiven Effekte von Neurotrophinen nachahmen können. Am Beispiel des 
NGF-Signaltransduktionswegs wurde in embryonalen hippokampalen Rattenneuronen 
untersucht, ob die Hem
Phosphorylierung von TrkA führt und dam
mung von Protein-Tyrosin-Phosphatasen zu einer verstärkten 
it die Aktivierung TrkA-vermittelter 
neuroprotektiver Signaltransduktionswege über PI3-K/Akt oder MEK/MAPK induziert wird. 
Um in Neuronen eine Hemmung von PTP zu erreichen, wurde der PTP-Inhibitor 
Natriumorthovanadat eingesetzt. 
 
Eine Protein-Tyrosin-Phosphatase, die für die Dephosphorylierung des hochaffinen NGF-
Rezeptors TrkA in Frage kommt, ist die nicht-Rezeptor gebundene PTP-1B. Von 
verschiedenen Arbeitsgruppen konnte gezeigt werden, dass die PTP-1B verschiedene 
Wachstumsfaktorrezeptoren wie z. B. die Rezeptoren für EGF (Flint et al., 1997), IGF 
(Insulin-like Growth Factor; Kenner et al., 1996) und PDGF (Lammers et al., 1993) 
dephosphoryliert und infolge dessen inaktiviert (Haj et al., 2003). Es ist daher wahrscheinlich, 
dass die PTP-1B auch den hochaffinen NGF-Rezeptor TrkA dephosphoryliert und dessen 
vermittelte, neuroprotektiven Signalwege inhibiert. Um dieses zu testen, sollte der Einfluss 
verschiedener PTP-1B-Inhibitoren auf die Phosphorylierung des TrkA-Rezeptors und auf die 




Einen weiteren Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit liefern die eingehenden Untersuchungen 
zur Neuroprotektion durch Stickstoffmonoxiddonatoren. Die Rolle von Stickstoffmonoxid 
und der NOS auf den neuronalen Zelltod wird kontrovers diskutiert. Einerseits induziert NO 
vor allem in hohen Dosen sowohl in vitro als auch in vivo neuronalen Zelltod (Canals et al., 
2001; Schulz et al., 1995), andererseits konnten aber auch neuroprotektive Eigenschaften des 
monomeren Gases nachgewiesen werden (Fiscus, 2002). Für die NO-vermittelte 
Neuroprotektion werden verschiedene Mechanismen diskutiert, u. a. eine Hemmung von 
Caspasen (Kim et al., 1997) und eine Aktivierung des sGC/cGMP/PKG-
Signaltransduktionsweges (Wang und Robinson, 1997). Li und Whorton (2003) konnten eine 
Stickstoffmonoxid-induzierte Hemmung der EGF-Rezeptordephosphorylierung durch 
Inaktivierung der PTP-1B nachweisen, woraus sich schließen lässt, dass Protein-Tyrosin-
Phosphatase-Hemmung zu einer Aktivierung von Wachstumsfaktorrezeptoren führt. Um den 
influss von NO-Donatoren auf die Phosphorylierung des TrkA-Rezeptors und auf die 
europrotektiven, Wachstumsfaktor-induzierten Signaltransduktionswege zu untersuchen, 
urden hippokampale Kulturen mit verschiedenen NO-Donatoren behandelt, und der Einfluss 
olgende Fragestellungen sollen daher in der vorliegenden Arbeit untersucht werden: 
. Welchen Einfluss haben PTP-Inhibitoren auf den hochaffinen NGF-Rezeptor TrkA und 
die nachgeschalteten protektiven Signaltransduktionskaskaden? 
Sind die NGF-mimetischen Effekte relevant für das Überleben der Neurone? Sind sie 
dabei abhängig von der Anwesenheit des Wachstumsfaktors? 
. Welche Protein-Tyrosin-Phosphatase ist bei der Dephosphorylierung des TrkA-Rezeptors 
involviert? 
. Ist die Aktivierung von TrkA, dessen nachgeschalteten Signaltransduktionskaskaden und 





















2.1.1 Tiere und Tierhaltung 
 
Für die Anlage der primären hippokampalen Zellkulturen wurden embryonale Sprague-
Dawley-Ratten (Charles River, Sulzfeld) vom Embryonaltag 18 (E18) verwendet. Die 
Gewinnung der neuronalen Primärkulturen aus embryonalem Gehirngewebe von Ratten 
wurde unter Beachtung des Tierschutzgesetzes der Bundesrepublik Deutschland und den 
avon abgeleiteten Richtlinien zur Durchführung von Tierversuchen durchgeführt. Es wurde 
   Tocris Cookson, Ellisville, USA 
luothane       Eurim-Pharm Arzneimittel,  Piding 
d
darauf geachtet, dass die Beeinträchtigung der Tiere möglichst gering war und kurz andauerte. 
Alle Tiere wurden in einem vollklimatisierten Tierstall unter standardisierten Bedingungen 
(Raumtemperatur 23 ± 1˚C, relative Luftfeuchte 55 ± 5 %, zwölfstündiger Hell-Dunkel 






K-252a       Alomone Labs, Jerusalem, Israel 
Natriumorthovanadat      Sigma, Taufkirchen 
2.5S NGF       Sigma, Taufkirchen 
NMDA       Sigma, Taufkirchen 
ODQ        Tocris Cookson, Ellisville, USA 
SNAP        Sigma, Taufkirchen 
Staurosporin       Sigma, Taufkirchen 
UO126       Calbiochem, San Diego, USA 




Folgende Substanzen wurden von Herrn Prof. Kazuo Umezawa von der Abteilung 
Angewandte Chemie, Fachbereich Naturwissenschaften und Technologie, Keio Universität, 







Herr Prof. Zhong-Yin Zhang von der Abteilung Pharmakologie und Biochemie der Albert 
Einstein Hochschule für Medizin, New York, USA, stellte uns den PTP-1B-Inhibitor  
 
 Compound 2  
 
für unsere Studien zur Verfügung. 
 
 
2.1.3 Materialien für die Zellkultur 
.1.3.1 Bestandteile der verwendeten Kulturmedien 
Antibiotika/Antim
   (10000 I.E. Penicillin, 10000 µg/m
Fötales       PAA, Marburg 
Gentam
      Sigma, Taufkirchen 
-Glutamin       Sigma, Taufkirchen 
EPES       Sigma, Taufkirchen 
älberserum       PAA, Marburg 
aliumchlorid      Sigma, Taufkirchen 




ykotika-Lösung    Gibco, Eggenstein 
l Streptomycin und 
   25 µg/ml Amphotericin B) 
B27 Supplement      Gibco, Eggenstein 
Calciumchlorid      Sigma, Taufkirchen 
Kälberserum







Magnesiumchlorid      Sigma, Taufkirchen 
sulfat x 7 H2O     Sigma, Taufkirchen 
EM        Gibco, Eggenstein 
ne Glutamin und Natrium- 
 hydrogencarbonat 
   Sigma, Taufkirchen 
Natriumhydrogencarbonat     Sigma, Taufkirchen 
asser, demineralisiert     Milli QTM, Millipore,  
    Neu-Isenburg 
Magnesium
M
   mit Earle’s Salzen, oh
  
Natriumchlorid   
di-Natriumhydrogenphosphat    Sigma, Taufkirchen 
Natriumhydroxid      Sigma, Taufkirchen 
Natriumpyruvat      Sigma, Taufkirchen 
NeurobasalTM Medium     Gibco, Eggenstein 
Pferdeserum       PAA, Marburg 
Phenolrot       Sigma, Taufkirchen 
RPMI 1640 Medium      Gibco, Eggenstein 
   mit L-Glutamin, ohne Natriumhydrogencarbonat  
Salzsäure       Merck, Darmstadt 
W
    
 
 







Anorganische Salze    
CaCl 200,00 ----- 200,00 2
Ca(NO )  x 4 H O ----- 100,00 ----- 3 3 2
Fe(NO )  x 9 H O ----- ----- 0,10 3 3 2
KCl 400,00 400,00 400,00 
MgCl ----- ----- 77,30 2
MgSO4 97,67 48,84 ----- 
NaCl 6800,00 6000,00 3000,00 
NaHCO3 ----- ----- 2200,00 
NaH2PO4 x H2O 140,00 ----- 125,0 
NaH2PO4 x 2 H2O ----- ----- 125,00 
Na2HPO4 ----- 800,00 ----- 
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Aminosäuren    
L-Alanin ----- ----- 2,00 
L-Arginin HCl 126,00 241,86 84,00 
L-Asparagin (freie Base) ----- 50,00 ----- 
L-Asparaginsäure ----- 20,00 0,83 
L-Cystin ----- ----- 1,21 
L-Cystin x 2 HCl 31,00 65,15 ----- 
L-Glutamin ----- 300,00 73,50 
L-Glutaminsäure ----- 20,00 ----- 
Glycin ----- 10,00 30,00 
L-Histidin (freie Base) ----- 15,00 ----- 
L-Histidin HCl x  H2O 42,00 ----- ----- 
L-Histidin HCl x 2 H2O ----- ----- 42,00 
L-Hydroxyprolin ----- 20,00 ----- 
L-Isoleucin 52,00 50,00 105,00 
L-Leucin 52,00 50,00 105,00 
L-Lysin HCl 72,50 40,00 146,00 
L-Methionin 15,00 15,00 30,00 
L-Phenylalanin 32,00 15,00 66,00 
L-Prolin ----- 20,00 7,76 
L-Serin ----- 30,00 42,00 
L-Threonin 48,00 20,00 95,00 
L-Tryptophan 10,00 5,00 16,00 
L-Tyrosin 36,00 ----- 72,00 
L-Tyrosin (Di-Natrium- ----- 28,94 --
Salz) 
--- 
L-Valin 46,00 20,00 94,00 
    
Vitamine    
d-Biotin ----- 0,20 ----- 
D-Ca Panthenol 1,00 0,25 4,00 
Cholinbitartrat 1,80 ----- ----- 
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Cholinchlorid ----- 3,00 4,00 
Folsäure 1,00 1,00 4,00 
i-Inositol 2,00 35,00 7,20 
Nikotinamid 1,00 1,00 4,00 
Para-Aminobenzoesäure ----- 1,00 ----- 
Pyridoxal HCl 1,00 1,00 4,00 
Riboflavin 0,10 0,20 0,40 
Thiamin HCl 1,00 1,00 4,00 
Vitamin B12 ----- 0,005 0,34 
    
Andere Komponenten    
Bernsteinsäure 75,00 ----- ----- 
D-Glukose 1000,00 2000,00 4500,00 
Glutathion (reduziert) ----- 1,00 ----- 
HEPES ----- ----- 2600,00 
Natriumpyruvat ----- ----- 25,00 
Natriumsuccinat 100,00 ----- ----- 
Phenolrot 6,00 5,00 6,00 
 
Tabelle 2.1: Zusammensetzung der verwendeten Zellkulturmedien MEM, NeurobasalT
1640 
e 
n  Easy GripTM Zellkulturschalen 10 x 35 mm on Dickinson L  
      w York, USA 
® Easy GripTM Zellkulturschalen 15 x 60 mm ton Dickinson La ,  
York, USA 
® l    
)  
l   
)  





®Falco Bect abware, 
  Ne
Falcon Bec bware
        New 
Falcon  Zellkulturflaschen 50 m  Becton Dickinson Labware,  
   mit Schräghals und Gasaustauschkappe (0,2 µm
®
New York, USA 
Falcon  Zellkulturflaschen 250 m   Becton Dickinson Labware,  
   mit Schräghals und Gasaustauschkappe (0,2 µm
 
New York, USA 
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2.1.3.3 Sonstige Materialien in der Zellkultur  
    igma, Taufkirchen 
15 ml     Greiner Bio-One, 
    enhausen 
     Greiner Bio-One, 
    kenhausen 
ilter (0,22 µm)   rning, New York, 
    iner Bio-One, 
     enhausen 
    z Chemie, Westerburg 
 Sterilfilter (0,22 µm)    Millipore, Bedford, USA 
   a, Taufkirchen 
   ma, Taufkirchen 
   ma, Taufkirchen 
    e Chemie, Hamburg 
0, aus Schweinepank   a, Taufkirchen 
ibitor Type II-O Chick  white  a, Taufkirchen 
lien zur Bestimmung der neuronalen Apoptose 
100       Zeiss, Jena 
135 Fluoreszenzmikroskop Jena 
(Bisbenzimid) a, Taufkirchen 
    Sigma, Taufkirchen 
      M rck, Darmstadt  
   a, Taufkirchen 
riumhydrogenphosphat x 7 H20   Sigma, Taufkirchen 
     Sigma, Taufkirchen 
MDA       Sigma, Taufkirchen 
OM-4Ti      Olympus, Tokio, Japan 
rin       Sigma, Taufkirchen 
lisiert     Milli QTM, Millipore, 
    u-Isenburg 
 
Borsäure   S
Cellstar® Röhrchen, 
    Frick
Cellstar® Röhrchen, 50 ml
    Fric
Corning® Sterilf  Co USA 
Cryoröhrchen    Gre
   Frick
Ethanol, 96 %   Len
Millex®
Natriumtetraborat   Sigm
Natriumhydroxid   Sig
Polyethylenimmin   Sig
Sterilium®   Bod
Trypsin 1:25 reas Sigm






Axiovert    Zeiss, 
Hoechst 33258    Sigm
Kaliumdihydrogenphosphat 








Wasser, deminera  
    Ne
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2.1.5 Materialien für die Pr bestimmung
      Sigma, Taufkirchen 
    Sigma, Taufkirchen 
System     Interchim, Montlucon, 
muno™   nc, Roskilde, Dän  
     Sigma, Taufkirchen 
ydrogenphosphat   ma, Taufkirchen  
hibitor Cocktail 1   ma, Taufkirchen 
ocystin LR, Canthar nd 
 (-)-p-Bromotetramisol 
cktail 2   igma, Taufkirchen 
orthovanadat, N tartrat, 
nd Natriummolybd
tail     Sigma, Taufkirchen 
 Aprotinin, Bestatin, Leup , E-64 und  
.1.6 Materialien für SDS-PAGE und Western Blotting 
       Sigma, Taufkirchen  
mersham ECL Kit      Amersham, Buckinghamshire, 
       England 
    AppliChem, Gatersleben 
pany, 
       Sigma, Taufkirchen 





MicroBC Assay Frankreich 
Mikrotiterplatte Nunc-Im   Nu emark
Natriumchlorid 
di-Natriumh  Sig
Phosphatase In  Sig
   enthält Micr idin u
  
Phosphatase Inhibitor Co  S
   enthält Natrium atrium
   Imidazol u at 
Protease Inhibitor Cock
   enthält eptin








APS    
Bromphenolblau      Sigma, Taufkirchen 
Dithiothreitol       Sigma, Taufkirchen 
EDTA        Sigma, Taufkirchen 
EGTA        Sigma, Taufkirchen 
GBX Developer/Replenisher     Sigma, Taufkirchen 
GBX Fixer/Replenisher     Eastman Kodak Com
        New York, USA 
Glycerol       Sigma, Taufkirchen 
Glycin 
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onoklonaler anti-NGF-Antikörper    Chemicon International, Hofheim 








        England 
Kaliumdihydrogenphosphat     Sigma, Taufkirchen 
Kodak X-OMAT AR Film     Eastman Kodak Comp
        New York, USA 
Magermilchpulver      Heirler Cenovis, Rado
Magnesiumchlorid      Sigma, Taufkirchen 
Meerrettichperoxidase gekoppelter anti-Maus-   Amersham, Buckinghams
Antikörper       England 
Meerrettichperoxidase gekoppelter anti-Maus   Promega, Madison, USA 
Antikörper 
Meerrettichperoxidase gekoppelter anti-Kaninchen- Amersham, Buckinghamshi
Antikörper       England 
Meerrettichperoxidase gekoppelter anti-Kaninchen- Promega, Madison, USA 
Antikörper 
Mercaptoethanol      Sigma, Taufkirchen 
Methanol       Merck, Darmstadt 
M
M
        USA 
Natriumchlorid      Sigma, Taufkirch
di-Natriumhydrogenphosphat    Sigma, Taufkirchen
Natriumorthovanadat      Sigma, Taufkirchen
Natriumhydroxid      Sigma, Taufkirchen 
PMSF 
Polyklonaler anti-Akt-Antikörper    Cell Signaling, Beverly, USA 
Polyklonaler anti-Erk1/2-Antikörper    Cell Signaling, Beverly, US
Polyklonaler anti-phospho-Akt-Antikörper   Cell Signaling, Beverly, US
Polyklonaler anti-phospho-Erk1/2-Antikörper  Cell Signaling, Beverly, US
Ponceau S rot       Serva Feinbiochemica, Heid
PTP-1B, human, rekombinant    Calbiochem, Darmstadt 
Rotiphorese® 30 (30 % Acrylamid)    Roth, Karlsruhe 
Acrylamid/Bisacrylamid 37,5:1 
Salzsäure       Merck, Darmstadt 
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SDS        Sigma, Taufkirchen 
est Pico Chemilumiscent Kit  Pierce, Rockford, USA 
Dassel 
r,   Vector Labs., Burlingame, USA 
Vector Labs., Burlingame, USA 
er Ziege 
ako Pen       Dako, Glostrup, Dänemark 




TEMED       Sigma, Taufkirchen 
Tween 20       Sigma, Taufkirchen 
Trichloressigsäure      Sigma, Taufkirchen 
Tris        Roth, Karlsruhe 
Wasser, demineralisiert     Milli QTM, Millipore,  
        Neu-Isenburg 
Whatman-Papier      Schleicher & Schüll, 
 
 
2.1.7 Materialien für die Immunzytochemie 
 
Biotinylierter anti-Maus-Antikörpe
produziert im Pferd 




Laser-Scanning-Mikroskop LSM 510   Zeiss, Jena 
Monoklonaler anti-NGF-Antikörper    Chemicon International, Hofheim
Monoklonaler anti-phospho-TrkA-Antikörper  Santa Cruz Biotech., Santa Cruz, 
        USA 
Monoklonaler anti-Tyrosin-Antikörper   Zymed Labs., San Francisco, USA 
Objektträger, 76 x 26 mm     IDL, Nidderau 
Paraformaldehyd      Sigma, Taufkirchen 
Pferdeserum       PAA, Marburg 
Polyklonaler anti-phospho-Akt-Antikörper   Cell Signaling, Beverly, USA 
Polyklonaler anti-phospho-Erk1/2-Antikörper  Cell Signaling, Beverly, USA 
Streptavidin Orgon Green®     Molecular Probes, Leiden, 
        Niederlande 
®Texas Red  anti-Maus-Antikörper,    Molecular Probes, Leiden, 
produziert im Pferd      Niederlande 
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Texas Red® anti-Kaninchen-Antikörper,   Molecular Probes, Leiden, 
produziert in der Ziege     Niederlande 
Triton® X-100       Sigma, Taufkirchen 
Ziegenserum       PAA, Marburg 
 
 
2.1.8 Materialien zur Messung der Phosphataseaktivität 
 
Dikaliumhydrogenphosphat     Sigma, Taufkirchen 
DMSO       Sigma, Taufkirchen 
       Sigma, Taufkirchen 
 Dänemark 
nterocolitica, rekombinant   Calbiochem, Darmstadt 
chlorid      Sigma, Taufkirchen   
 
Glycerol       Sigma, Taufkirchen 
Isopropanol
Mercaptoethanol      Sigma, Taufkirchen 
Mikrotiterplatte Nunc-Immuno™     Nunc, Roskilde,
p-NPP        Calbiochem, Darmstadt 
PTPase, Y. e
Tris        Roth, Karlsruhe 
Wasser, demineralisiert     Milli QTM, Millipore,  
        Neu-Isenburg 
 
 
2.1.9 Materialien zur Messung der NO-Freisetzung 
 
Ethanol, 96 %       Lenz Chemie, Westerburg 
Iodosobenzoesäure      Sigma, Taufkirchen 
Kaliumdihydrogenphosphat     Sigma, Taufkirchen 
Natrium
Natriumhydroxid      Sigma, Taufkirchen 
di-Natriumhydrogenphosphat x 7 H2O   Sigma, Taufkirchen 
NOA 280       Sievers Instruments, Boulder, USA 
Wasser, demineralisiert     Milli QTM, Millipore,  






2.2 Allgemeine Arbeitstechniken in der Zellkultur 
 




ank für zwei 
chraubdeckel für Flaschen, sowie Pipettenspitzen für Eppendorf-Pipetten wurden zur 
terilisation 60 min bei 121˚C und 2 bar autoklaviert (HICLAVE HV-110 L, HMC, Tokio 
te mit Reinstwasser (Milli QTM, 
Millipore, Neu-Isenburg). Für die Sterilisation von Lösungen wurden Millex® Sterilfilter 
m Por größ und fü ® 
er (Corning, New York, USA) mit einer Porengröße von 0,22 µM 
m Anlegen der hippokampalen Neuronenkulturen wurde mindestens 
 
 in einem 
ivieru g der rimären hippokampalen Zellkulturen der 
 
Präparation der embryonalen hippokampalen Primärkultur, Anlage der PC12 und PC1
Zelllinien, Medienwechsel, sowie die Behandlung der Zellkulturen wurden auf einer 
Werkbank (Laminar Flow) mit laminar horizontaler (Envirco C 424 H, Ceag Schi
oder vertikaler Luftführung (Lamin Air ELB 2448, Hereaus, Hanau) durchgeführt. 
Die für die Zellkultur verwendeten Glasgeräte wurden in einem Trockenschr
Stunden bei 180˚C (TV 40 UT, Memmert, Emmendingen) hitzesterilisiert. Wasser, 
S
S
Japan). Die Herstellung wässriger Lösungen erfolg




30 min in 70 %igen Ethanol eingelegt. Alle Basislösungen zur Herstellung der Kulturmedien
sind steril bezogen worden. Zellkulturmedien wurden vor ihrer Verwendung
Wasserbad auf 37˚ erwärmt. Die Kult n  p
PC12 und PC12nnr5-Zelllinien erfolgte in einem Brutschrank (Wärmebrutschrank BB 16, 











2.3 Anlage und Kultivierung von Primärkulturen 
 
Die Anlage und Kultivierung von embryonalen, hippokampalen Neuronen erfolgte nach einer 
wurden 
nimin)-
 1,9  
EI 5 % 
EI (50 %) 1:10 mit H20 verdünnen 
2 h auf 
ugt und 
 die 
n (Ø 35 mm: 
 ml, Ø 60 mm: 2 ml) und über Nacht bei 37˚C und in einer Atmosphäre aus 95 % Luft/5 % 
O2 bei 90 bis 95 % relativer Luftfeuchtigkeit in einem Brutschrank aufbewahrt.  
modifizierten Methode von Mattson et al., 1993.  
 
 
Vorbereitung der Kulturschalen 
 
Um eine bessere Haftung der Zellen auf dem Boden der Kulturgefäße zu erreichen, 
die Kulturschalen einen Tag vor der Präparation mit einer PEI-(Polyethyle
Beschichtungslösung nach folgender Methode und Zusammensetzung beschichtet: 
 
Boratpuffer 
Borsäure                1,24 g 
Natriumtetraborat                    g
H20               ad 400 ml 






PEI 5 %                    0,4 ml 
Boratpuffer              ad 400 ml 
 
Jeweils 1,5 (Ø 35 mm) bzw. 2 ml (Ø 60 mm) der PEI-Beschichtungslösung wurden 
die Kulturschalen gegeben. Anschließend wurde die PEI-Beschichtungslösung abgesa
die Kulturschalen dreimal mit 1,5 bis 2 ml sterilem Wasser gespült. Die geöffneten 
Kulturschalen wurden unter der sterilen Werkbank 30 min mit UV-Licht bestrahlt. Auf






Präparation embryonaler, hippokampaler Primärkulturen 
 
Die Präparation wurde unter sterilen Bedingungen in einer sterilen Werkbank durchgeführt. 
Alle verwendeten Instrumente, das Präparationsbesteck, die Stereolupe, Trypsin und 
Trypsininhibitor, sowie verwendete Kulturschalen wurden zuvor 20 min mit UV-Licht 
bestrahlt. 
Zur Anlage der Kulturen wurden die Hippokampi von embryonalen Sprague-Dawley Ratten 
und einmaligem Spülen mit 10 ml HBSS wurden die Hippokampi mit einer 
2 für die in der Immunzytochemie verwendeten Kulturschalen 
2,5 x 104 Zellen/cm2 für die zur Bestimmung der neuronalen Apoptose verwendeten 
 Kulturschalen und 
3,0 x 104 Zellen/cm2 für die zur Proteinsammlung verwendeten Kulturschalen. 
ie Kultivierung der hippokampalen Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37˚C, in einer 
tmosphäre von 95 % Luft/5 % CO2 und bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 90 bis 95 %. 
 abgesaugt, die Primärkulturen einmal mit 
eurobasalmedium (NBS) gewaschen und bis zur Behandlung in Neurobasalmedium unter 
ben beschriebenen Bedingungen im Brutschrank gelagert. Am 5. Kulturtag erfolgte ein 
edienwechsel. 
edien wurden zuvor in einem Wasserbad auf 37˚C temperiert, bevor die Zellen 
amit inkubiert wurden. 
herangezogen. Weibliche Sprague-Dawley Ratten, Gestationstag 18 wurden mit Halothan tief 
narkotisiert, durch Genickbruch getötet und mit 70 %igen Ethanol desinfiziert. Nach Öffnen 
des Abdomens mit einer chirurgischen Schere wurde der Uterus entnommen und in eine 
sterilisierte Kulturschale (Ø 90 mm) gelegt. Die Embryonen wurden aus dem Uterus 
entnommen und dekapitiert. Die Gehirne wurden mit einer Schere und einer Pinzette 
vorsichtig frei präpariert und in mit kalten HBSS (Hank’s Buffered Saline Solution) befüllten 
Kulturschalen überführt. Anschließend wurden die Hippokampi unter einer Stereolupe seziert 
und 15 min mit einer Trypsinlösung (1 mg/ml in HBSS) behandelt. Nach Verwerfen des 
Überstandes 
Trypsininhibitor-Lösung (1 mg/ml in HBSS) inkubiert und danach zweimal mit 10 ml HBSS 
gewaschen. Mit Hilfe einer Glaspipette wurden die Hippokampi mehrfach luftblasenfrei 
trituriert bis eine einheitliche Zellsuspension entstand. Die Zellzahl pro ml wurde mit einer 
Neubauer-Zählkammer bestimmt. Zur Anlage der Zellkultur wurde eine berechnete Menge 
der Zellsuspension in die mit MEM befüllten Kulturschalen gegeben, so dass folgende 
Aussaatdichte erreicht wurde: 













Kulturmedien für hippokampale Neuronenkulturen 
 
HBSS (10 x) 
KCl                    4 g 
KH2PO4           0,6 g 
aCl             80 g 
       3,5 g 
a2HPO4 x 2 H2O          0,6 g 
H 7,2 (eingestellt mit HCl) 
      50 ml 
2O                  ad 500 ml 
ngestellt mit HCl) 
EM - Medium 
    4,685 g 
aHCO3           1,1 g 
N
NaHCO3              
N
Glukose            10 g 
Phenolrot           0,1 g 




Gentamicinsulfat          5 mg 
HEPES           1,2 g 





MEM    
HEPES       0,119 g 
Glukose              5 g 
N
KCl        0,605 g 
Natriumpyruvat        0,06 g 
L-Glutamin       0,088 g 
Gentamicinsulfat                     5 mg 
Fötales Kälberserum                    50 ml 






HEPES       0,573 g 
lmedium        500 ml 
basalmedium behandelt. 
L-Glutamin       0,088 g 
Gentamicinsulfat          5 mg 
B27 Supplement         10 ml 
Neurobasa
pH 7,2 (eingestellt mit NaOH) 
 
 
2.3.1 Staurosporinschädigung von hippokampalen Primärkulturen 
 
Zur Induktion der neuronalen Apoptose wurde Staurosporin (STS; Abb. 2.1), ein nicht-
selektiver Proteinkinase-Inhibitor (Lazarovici et al., 1997a), verwendet.  
Staurosporin wurde als 1 mM Stammlösung bei -20˚C – in DMSO (Dimethylsulfoxid) gelöst 
– aufbewahrt. Nachdem die Neuronenkulturen mit den entsprechenden Pharmaka 
vorbehandelt worden waren, wurde die Staurosporinstammlösung 1:100 in Neurobasal gelöst 
und anschließend in einem Verdünnungsschritt von 1:500 auf die Neuronenkulturen gegeben. 
Hierdurch ergab sich eine Endkonzentration von 200 nM Staurosporin. Vierundzwanzig 
Stunden später wurde die Behandlung gestoppt und eine Färbung des Zellkernes mit Hoechst 
33258 (siehe Punkt 2.3.3) durchgeführt. 
Kontrollkulturen unterlagen den gleichen Behandlungsschritten wurden aber ausschließlich 
mit Staurosporin-freiem Neuro
H










2.3.2 NMDA-Schädigung von hippokampalen Neuronenkulturen 
pale Kulturen wurden durch eine Inkubation mit N-Methyl-D-Aspartat (NMDA; 
ulation des NMDA-Rezeptors mit nachfolgendem 
-Konzentration geschädigt.  
edium  und die Kulturen einmal mit Locke’s Lösung 
it den entsprechenden Pharmaka in Locke’s Lösung behandelt. 
ndlungsschritten, wurden aber ausschließlich 
rmel von NMDA 
Lösu  
l t 
icin            5 mg 
2O               ad 500 ml 
H 7,2 (eingestellt mit HCl) 
 
Hippokam
Abb. 2.2) über die exzitotoxische Stim
2+Anstieg der intrazellulären Ca
Hierzu wurde das Neurobasalm  abgesaugt
gewaschen und m
Anschließend wurden die Kulturen in einer Locke’s Lösung inkubiert, die 10 µM NMDA 
enthielt. Vierundzwanzig Stunden später wurde die Behandlung gestoppt und eine Hoechst-
Färbung (siehe Punkt 2.3.3) durchgeführt. 
Kontrollkulturen unterlagen den gleichen Beha









Abb. 2.2 : Strukturfo
 
Locke’s ng
NaCl        4,495 g 
Glukose            0,9 g 
HEPES       0,595 g 
CaCl2 x 2 H2O      0,169 g 
KCl        0,208 g 
NaHCO3        0,501 g 
MgCl2 x 6 H2O      0,102 g 





2.3.3 Bestimmung der neuronalen Apoptose 
rbstoff durchdringt die Zellmembran von 
 eine Bindung an AT-
laubt die Erkennung apoptotischer Zellen, 
pften oder fragmentierten Zellkern mit kondensiertem 
atin aufweisen. Von diesen apoptotisch veränderten Zellkernen mit starker Fluoreszenz 
it intaktem Nucleus schwacher Fluoreszenz und 
nverändertem Chromatin leicht unterscheiden. 
n einmal 
58 (Abb. 2.3), gelöst 
nahmen der neuronalen Apoptose (Abb. 2.4) wurden 
nfokalen Fluoreszenz-Laserscanning-
Mikroskop mit einem 40 x Immersionsöl-Objektiv bei einer Anregungswellenlänge von 350 
nm und einer Emissionswellenlänge von 450 bis 520 nm. 
 
PBS-Lösung 
KH2PO4        0,144 g 
Na2HPO4 x 7 H2O      0,526 g 
NaCl               9 g 
H2O              ad 1000 ml 




Hoechst 33258, ein lipophiler, kationischer Fa
intakten und geschädigten Zellen und färbt die DNS des Nucleus durch
reichen Sequenzen an (Araki et al., 1985; Labarca und Paigen, 1980; Latt und Stetten, 1976; 
Latt und Wohlleb, 1975). Die Hoechst-Färbung er
die einen pyknotisch geschrum
Chrom
lassen sich ungeschädigte Zellen m
u
Zwanzig Stunden nach Staurosporin- oder NMDA-Behandlung wurden die Kulture
mit eisgekühlter, phosphatgepufferter Kochsalzlösung (PBS) gewaschen und anschließend 30 
min mit Methanol fixiert. Danach wurde 1 ml des Hoechstfarbstoffes 332
zu einer Konzentration von 10 µg/ml in Methanol, auf die Kulturen gegeben. Nach 
einmaligem Waschen mit PBS wurde die Kernmorphologie unter einem 
Fluoreszenzmikroskop betrachtet und die Neuronenkulturen nach oben erwähnten Kriterien 
ausgezählt. Zur Auswertung des prozentualen Anteils an apoptotischen Zellen wurden 
mindestens 8 Stellen und 200 Zellkerne pro Kulturschale ausgezählt. Die Analyse der 
Neuronenschädigung erfolgte ohne Kenntnis der Behandlung. 
Für die fluoreszenzmikroskopischen Auf
die Zellen wie oben beschrieben mit dem Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33258 angefärbt. 































2.4 Anlegen und Kultivierung von PC12- und PC12nnr5-
ntibiotika/Antimykotika-Lösung         5 ml 
           5 ml 
m 
40 M dium 
Zelllinien 
 
Die Phäochromozytomzelllinien PC12 und PC12nnr5, die kein TrkA exprimieren, wurden in 
RPMI 1640+ Medium in Falcon® Zellkulturflaschen (250 ml) kultiviert. Alle 2 Tage erfolgte 
ein Medienwechsel. Sobald die Zellen in den Gewebekulturflaschen bis zur Konfluenz 
proliferiert waren, wurden die Zellen 1:2 oder 1:3 gesplittet. Hierzu wurden die Zellen einmal 
mit 10 ml RPMI 1640 Medium gewaschen und 5 min bei 37˚C mit 5 ml trypsinhaltigem (0,5 
mg/ml) RPMI 1640 Medium inkubiert. Anschließend wurde die Zellsuspension in Cellstar® 
Röhrchen überführt, mit RPMI 1640+ Medium ad 15 ml aufgefüllt und 5 min bei 600 x g 
zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt, die Zellen in 3 ml RPMI 1640+ Medium mit 
einer Pasteurpipette trituriert und in mit 10 ml RPMI 1640+ Medium befüllten Falcon® 
Zellkulturflaschen (250 ml) überführt. Zur dauerhaften Aufbewahrung wurden die Zellen in 
Cryoröhrchen in Einfriermedium einen Tag bei -80˚C eingefroren und anschließend in 
flüssigem Stickstoff eingelagert. 
Alle Medien, die mit den Zellen in Kontakt traten, wurden zuvor in einem Wasserbad auf 
37˚C temperiert. 
  
RPMI 1640 Medium 
Antibiotika/Antimykotika-Lösung         5 ml 
L-Glutamin            5 ml 
RPMI 1640 Medium             ad 500 ml 
 
RPMI 1640+ Medium 
A
L-Glutamin  
Pferdeseru          50 ml 
Kälberserum          10 ml 








MSO            1 ml 
ntibiotika/Antimykotika-Lösung         0,1 ml 
-Glutamin         0,1 ml 





2.5.1 Proteinextraktion aus hippokampalen Primärkulturen 
 nach der Behandlung einmal mit 
iskaltem Homogenisierungspuffer gewaschen und dann mit Hilfe eines Zellschabers in 
iskaltem Homogenisierungspuffer + Inhibitoren gesammelt. Zum Aufschließen der Zellen 
urde die Zellsuspension 5 sec mit Ultraschall behandelt oder zehnmal mit einer 24 G 
Injektionsnadel trituriert und anschließend 6 min bei 4˚C und 13000 x g zentrifugiert. Der 
Überstand wurde bis zur Verwendung für die Immunoblotanalyse bei -80˚C eingefroren.  
 
Homogenisierungspuffer 
NaCl     87,75 mg 
Tris     24,25 mg 
EGTA         3,8 mg 
Na3VO4-Lösung (1 mM)        10 ml 
pH 7,4 (eingestellt mit HCl) 
 
Herstellung der Na3VO4-Lösung →  siehe 2.10 
hosphatase Inhibitor Cocktail I        10 µl 
hosphatase Inhibitor Cocktail II        10 µl 
rotease Inhibitor Cocktail         10 µl 



















2.5.2 Proteinextraktion aus PC12 und PC12nnr5-Zelllinien 
 
Wie bei den embryonalen hippokampalen Neuronenkulturen wurden die PC12 und 
al mit eiskaltem Homogenisierungspuffer 
er Proteingehalt der Zellextrakte wurde mit Hilfe des Pierce BCA-Kits photometrisch 
en 5 µl des Zellextraktes in 95 µl PBS gelöst und BSA-(Bovine Serum 
in ammlösung (2 mg/ml) in Konzentrationen von 
r Erstellung der Eichgerade hergestellt. Zu 100 
 Prot en 500 µl der frischen und nach Vorschrift 
ergestellten BCA-Lösung pipetiert und anschließend 30 min bei 60˚C inkubiert. 150 µl jeder 
roben wurden auf eine Mikrotiterplatte übertragen und bei 570 nm 
te ationen der vermessenen Zellextrakte wurden 
e Stan rdpro en u erdünnungsfaktors berechnet. Sie betrugen 
  bis 5 g/ml. 
siehe
PC12nnr5-Zellen nach der Behandlung einm
gewaschen und dann mit Hilfe eines Zellschabers in eiskaltem Homogenisierungspuffer + 
Inhibitoren gesammelt. Zum Aufschließen der Zellen wurde die Zellsuspension zehnmal mit 
einer 24 G Injektionsnadel trituriert und anschließend 6 min bei 4˚C und 13000 x g 




 Homogenisierungspuffer →  siehe 2.5.1 
 
 Homogenisierungspuffer + Inhibitoren → siehe 2.5.1 
 
 




Albumine)-Standardlösungen aus e er BSA-St
0,05; 0,1; 0,15; 0,2; 0,25 und 0,5 µg/µl PBS zu
µl der so hergestellten einlösungen wurd
h
Probe und der Standardp
photometrisch vermessen. Die Pro inkonzentr
mit Hilfe d r da b nd des V
üblicherweise 1 m
 






2.6 SDS-PAGE und Western Blotting 
decy ulfate) amidgele unterschiedlicher Konzentrationen 
urden nach folgender Zusammensetzung hergestellt: 
PS           100 mg 
l) 
renngel (7,5 %, für 10 Gele) 
renngelpuffer         15 ml 
 ml 
 
2.6.1 Herstellung der SDS-Polyacrylamidgele 
 
Die SDS-(Sodium do ls -Polyacryl
w
 
APS (10 %) 
A
H2O           ad 1 ml 
 
Sammelgel (für 10 Gele) 
Rotiphorese® 30            3 ml 
Sammelgelpuffer           5 ml 
H2O                 12 ml 
TEMED            30 µl 
APS (10 %)         120 µl 
 
Sammelgelpuffer 
Tris          60,5 g 
SDS               4 g 
H2O             ad 1000 ml 
pH 6,8 (eingestellt mit HC
 
T
Rotiphorese® 30         15  ml 
T
H2O                 30
TEMED            50 µl 






Trenngel (12,5 %, für 10 Gele) 
Rotiphorese® 30                  25 ml 
         182 g 
              4 g 
O             ad 1000 ml 
urden auf Eis aufgetaut. Zur Analyse der 
phenolblau          6 mg 
phenolblauzugabe) 
Trenngelpuffer         15 ml 
H2O                 20 ml 
TEMED            50 µl 











Die bei -80˚C eingefrorenen Zellextrakte w
Proteinregulation wurden gleiche Proteinmengen (30-100 µg/Bahn) mit Probenpuffer im 
Verhältnis 1:5 versetzt, 5 min bei 95˚C denaturiert, auf das SDS-Polyacrylamidgel 
aufgetragen und anschließend mittels SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese) 
aufgetrennt.   
 
Probenpuffer 
Tris     157,5 mg 
SDS               1 g 
2-Mercaptoethanol           1 ml 
Glycerin            2 ml 
Brom








Tris                3 g 
ern Blotting 
idgelelektrophorese wurde das Gel in Transferpuffer gewaschen 
bran in Transferpuffer eingelegt. Das Gel, die 
hatman-Papier wurden wie folgt in die Blotting-Apparatur 
tt für 75 m
in (bei 12,5 %igen SDS-Polyacryla
a  W schen mit TTBS
temperatur mit entsprechenden 
ineszenz-Lösung (ECL-Lösun
 Kodak-Film
Glycin          14,4 g 
SDS                                     1 g  

















Die Proteine wurden bei 6 Wa
50 m
und danach mittels Ponceau Rot-Lösun
wurde dreimal mit TTBS gewaschen
Magermilchpulver in TTBS) bei Raum
den entsprechenden primären Antikörp
Nach dreim ligem a
Raum
inkubiert, anschließend drei- bis vier
Chemilum
Exposition mit einem  in
Expositionszeit hing von der jeweiligen 
wurde in Entwicklerlösung gelegt, kurz 
gewaschen und getrocknet. SDS-Polyacrylamidgel 7,5 %igen SDS-Polyacrylamidgelen) bzw. für 
m  auf die Nitrocellulosemembran übertragen 
embran 
tfärbt, 60 min mit Blockpuffer (5 % 
temperatur behandelt und anschließend bei 4˚C mit 
 wurde die Nitrocellulosemembran für 90 min bei 
Meerrettichperoxidase gekoppelten Antikörpern 
it TTBS gewaschen und dann 90 sec mit 
g) inkubiert, um die spezifischen Signale durch eine 
Dunkelkammer sichtbar zu machen. Die 
 







g angefärbt und fixiert. Die Nitrocellulosem
 und en
ern - gelöst in Blockpuffer – über Nacht inkubiert. 
mal m
 einer 
Stärke der erreichten Signale ab. Der belichtete Film
in W
44______________________________________________________________________2 Methoden 
Blockpuffer und verwendete Antikörper 
e abhängig von den primären und von den 
körpe  gew lt: 
k per:  
onoklonaler anti-phospho-TrkA-Antikörper (1:500) in 5 % Magermilchpulver in TTBS  
Akt-Antikörper (1:1000) in 5 % BSA in TTBS 
lo aler a ti-Erk 2-Ant örper  5 % BSA in TTBS 
lo aler a ti-pho ho-A -Anti 000) in 5 % BSA in TTBS 
lo aler a ti-pho ho-E 1:1000) in 5 % BSA in TTBS 
ekundäre Antikörper: 
eerrettichperoxidase gekoppelter anti-Maus-Antikörper (Amersham, 1:2000) in 5 % BSA in 
ega, 1:2000) in 5 % 
       3,027 g 
         14,4 g 
       100 ml 
2O              ad 1000 ml 
Die Zusammensetzung des Blockpuffers wurd






Polyk n n 1/ ik  (1:1000) in
Polyk n n sp kt körper (1:1





Meerrettichperoxidase gekoppelter anti-Maus-Antikörper (Promega, 1:2000) in 5 % 
Magermilchpulver in TTBS 
Meerrettichperoxidase gekoppelter anti-Kaninchen-Antikörper (Amersham, 1:2000) in 5 % 
BSA in TTBS 
Meerrettichperoxidase gekoppelter anti-Kaninchen-Antikörper (Prom
Magermilchpulver in TTBS 
 
Ponceau Rot-Lösung 
Ponceau S rot              2 g 
Trichloressigsäure           15 g 











Tris        1,211 g 
NaCl        8,765 g 
Twee  2            1 ml n 0 
H 7,5 (eingestellt mit HCl) 
 Homogenisierungspuffer durchgeführt. Um den Einfluss der PTP-1B auf die 
rkA-Phosphorylierung zu messen, wurden unterschiedliche Magnesiumchloridlösungen (20 
 100 mM in H2O) und der PTP-1B Puffer vorgelegt. Anschließend wurden nacheinander die 
C12-Zellextrakte und die PTP-1B zuge nen Einheiten (U) beziehen sich 
abei jeweils auf einen Reaktionsansatz. eaktionsansatz wurde 15 bis 60 
in bei 37˚C inkubiert, mit Probenpuffer 5 m munoblotanalyse 
emäß Punkt 2.6.1 bis 2.6.3 durchgeführt. 
ie Aktivität der PTP-1B betrug ≥ 50 U/mg Protein. Dabei entspricht eine Aktivitätseinheit 




2.6.4 PTP-1B Behandlung 
 
Die PC12-Zellen wurden gemäß Punkt 2.4 angelegt und kuliviert. Konfluente Kulturen 




P setzt. Die angegebe
d  Der so erhaltene R
m in bei 95˚C erhitzt und eine Im
g
D
PTP-1B der Menge des Enzyms in mg, die 1,0 µmol des PTP-1B Substrats (Calbiochem, 
539737) bei einer Temperatur von 30˚C und einem pH-Wert von 7,2 sowie einer 
Ausgangskonzentration von 150 µmol Substrat in einer Minute umsetzt.  
 
PTP-1B Puffer 
Dithiothreitol          1 mM 
EDTA           1 mM 
HEPES        50 mM 
NP-40         0,05 % 
pH 7,2 (eingestellt mit HCl) 
 





NaCl     87,75 mg 
Tris     24,25 mg 
GTA         3,8 mg 
hosphatase Inhibitor Cocktail I        10 µl 
ktail          10 µl 
(Ø 24 mm) in Falcon® Easy GripTM Zellkulturschalen (Ø 35 mm) 
mtemperatur fixiert, dreimal mit PBS gewaschen und dann zur Permeabilisierung 5 
® it PBS 
Raumtemperatur in Blockpuffer (PBS mit 5 % Pferdeserum für 
r) 
 Nacht wurden die Zellen mit einer Lösung des primären Antikörpers (1:100 
BS 
ner Lösung aus Blockpuffer und entsprechendem biotinyliertem 
nti-Maus- bzw. biotinyliertem anti-Kaninchen-Antikörper inkubiert. Nach dreimaligem 
ellen für 60 min eine Lösung aus dem Fluoreszenzfarbstoff Oregon 
 (6 µl l PBS) zugesetzt. Anstelle der biotinylierten sekundären Antikörper 
en farbs ffes n Oregon Green® wurden bei diversen 
imenten ie an ie en ndären Antikörper gekoppelten Fluoreszenz-
rbstoffe Texas Red® anti-Maus- bzw. anti-Kaninchen-Antikörper in Blockpuffer (1:100 bis 
n auf die Zellen gegeben. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde das 
gl chen it de  ange rbten it 
bliche  Nagellack versiegelt. Die Immunreaktivität wurde mit einem konfokalen 
nin -Mikr kop mit 0 x Immersionsöl-Objektiv bei einer 
on Green®) bzw. von 543 nm (für die Texas 
Red  Antikörper) und einer Emissionswellenlänge von 505 bis 550 nm (für Oregon Green®) 




H2O           10 ml 





Die auf Deckgläschen 
kultivierten Zellen wurden nach Behandlung 30 min mit 4 % Paraformaldehyd in PBS 30 min 
bei Rau
min mit 0,2 % Triton  X-100 in PBS behandelt. Danach wurden die Zellen dreimal m
gewaschen und 30 min bei 
monoklonale Antikörper und PBS mit 5 % Ziegenserum für polyklonale Antikörpe
inkubiert. Über
bis 1:200) im entsprechenden Blockpuffer bei 4˚C behandelt, anschließend dreimal mit P
gewaschen und 60 min in ei
a
Waschen wurde den Z
®Green  in PBS /m
und des Fluoresz z to Streptavidi
Exper  d  d tsprechenden seku
fa
1:200) für 60 mi
Deck äs  m n fä Zellen auf einen Glasobjektträger aufgebracht und m
handelsü m
Laser-Scan g os einem 4




Alle fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen eines Versuches wurden mit der gleichen 
ivität aufgenommen, um die Immunreaktivität 
 vers ieden  Beh dlung ergleichen zu können. 
BS-Lö ung → siehe
.8 Phosphataseaktivitätsmessung 
Dem Test lag standardmäßig folgender Reaktionsansatz zu Grunde: 
rde durch Zugabe des Substrats gestartet, 30 min bei 37˚C inkubiert und 
it 25 l 13 iger sung gestoppt. 100 µl dieser so erhaltenen 
bertragen und bei 405 nm photometrisch 
n.  
essenen Aktivitäten wurden – bezogen auf den Kontrollwert (DMSO statt 
on Hundert umgerechnet. Allen Werten wurde der Basiswert der  
ktivität (H2O statt Substrat) abgezogen. 
urden Doppelbestimmungen durchgeführt und durch 
indestens zwei weitere Tests verifiziert. 
Laserintensität und der gleichen Detektorsensit
zwischen ch en an sgruppen v
 






Reaktionspuffer:          10 µl 
Substrat (5 mg pNPP/ml H2O)        10 µl 
Enzym (PTPase, Y. enterocolitica,  
   rekombinant, 1 U/µl.)              10 µl 
DMSO oder Testsubstanz         10 µl 
H2O            60 µl 
 
Reaktionspuffer 
Tris       200 mM 
Glycerol           10 % 
Mercaptoethanol            1 % 
pH 7,5 (eingestellt mit HCl) 
 
Die Reaktion wu
anschließend m µ % K2HPO4-Lö
Lösung wurden auf eine Mikrotiterplatte ü
vermesse
Die gem
Testsubstanz) – in Anteilen v
A




2.9 Messung der NO-Freisetzung 
n-Derivaten Ethyl-3,4-dephostatin, 4-O-
thyl- 4-dep ostatin und -3,4-dephostatin erfolgte am Institut für 
 der Universität Hamburg durch Frau Bianca 
rrn Pro . Duchstein. 
ch folgendermaßen zusammen: 
dosobenzen   (6 mM, gelöst in 1 M NaOH-Lösung)  200 µl 
ephostatin-Derivat (6 mM, gelöst in Ethanol)     200 µl 
   ad 2 ml  
 
Die Messung der NO-Freisetzung aus den Dephostati
Methyl-E 3, h  Methoxim
Pharmazeutische Chemie, Fachbereich Chemie
Rickerts unter Leitung von He f. Dr. H.-J
 
Der Reaktionsansatz setzte si
Io
D
PBS      
 
Iodosobenzen wurde nach der Methode von Lucas et al. (1995) aus Iodosobenzoesäure 
hergestellt. 
 
Das Reaktionsvolumen betrug 2 ml und die Reaktion lief bei 37˚C unter anaeroben 
Bedingungen und unter ständigem Umrühren ab. Zwanzig Stunden später wurde 1 ml der 
sich über der Reaktionslösung befindlichen Gasphase mittels einer Glasspritze in den NO-
Analysator (NOA 280) übertragen und das freigesetzte Stickstoffoxid mittels Reaktion mit 
Ozon chemiluminometrisch vermessen.  
 
 













2.10 Herstellung der Natriumorthovanadat-Lösung 
 
Die Herstellung einer Stammlösung (1 mM) von Natriumorthovanadat erfolgte nach einer 
odifizierten Methode von Gordon (1991). Hierzu wurden 183,9 mg Natriumorthovanadat in 
Mit einer 1-normalen Salzsäure-Lösung wurde 
nschließend der pH-Wert auf 10,0 eingestellt. Eine auftretende Gelbfärbung resultiert aus 
iner Polymerisierung von Orthovanadat zu Decavanadat. Durch Kochen der Lösung bildeten 
ärbte sich die Lösung. Nach Abkühlen 
alen Salzsäure-Lösung auf 
r  ± Sta ichung (S.D.) aus n Versuchen angegeben. Für 
e die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA), 
in rt m  Scheffé-Test durchgeführt. Die Irrtumswahrscheinlichkeit wurde wie 
lgt dargestellt: 
Symbol 
                       * 
           ** 
    p < 0,001            *** 
m
einem Liter demineralisiertem Wasser gelöst. 
a
e
sich wieder Orthovanadatmonomere, gleichzeitig entf
auf Raumtemperatur wurde der pH-Wert erneut mit einer 1-norm





Die Daten sind als Mittelwe te ndardabwe
die Prüfung auf signifikante Unterschiede wurd




         p < 0,05  
         p < 0,01  











3.1 Protein-Tyrosin-Phosphatase-Hemmung durch Natrium-
orthovanadat induziert NGF-vermittelte neuroprotektive Effekte 
 
3.1.1 Natriumorthovanadat als Protein-Tyrosin-Phosphatase-Inhibitor 
 
Orthovanadat wird in zahlreichen Literaturstellen als ezifischeunsp r Protein-Tyrosin-
a  1982  Um zu testen, ob und bei welcher 
 2.10 
ergestellten Natriumorthovanadat-Lösung auftritt, erfolgte die Phosphataseaktivitätsmessung 
. 
bbildung 3.1 zeigt, dass 100 nM Natriumorthovanadat zu einer Reduzierung der 
 der PTP-Aktivität durch Natriumorthovanadat  
rthovanadat (Van, 0,1 – 10 µM) senkt die Aktivität der rekombinanten PTP aus Yersinia 
nterocolitica konzentrationsabhängig. Die Inkubationszeit betrug 30 min bei 37˚C. Der Kontrollwert 
urde in Abwesenheit von Natriumorthovanadat gemessen und auf 100 % gesetzt. 
Phosphatase-Inhibitor beschrieben (Leis und Kapl n, ).
Konzentration eine Hemmung der Protein-Tyrosin-Phosphatasen durch die unter Punkt
h
der rekombinanten PTP aus Yersinia enterocolitica mit dem unter Punkt 2.8 beschriebenen 
pNPP-Assay
A
Phosphataseaktivität auf 57 % führten. 1 und 10 µM Natriumorthovanadat reduzierten die 


























3.1.2 Erhöhung des Phosphorylierungsgrades des hochaffinen NGF-
.1.2.1 Orthovanadat erhöht den Phosphorylierungsgrad von Tyrosinresten 
ie der folgende Versuch belegte, zeigte sich eine transiente Steigerung des 
des an Tyrosinresten nach einer Behandlung mit Orthovanadat. Hierzu 
rosinphosphorylierung bereits nach 10 min zu verzeichnen ist und nach 1 h 
ieder abnimmt. Nach einer Vorbehandlungszeit mit Orthovanadat von 3 h war keine 
verstärkte Tyrosinphosp u sehen. 
 
Rezeptors TrkA durch Natriumorthovanadat 
 
Nachdem in vorhergehenden Versuchen in unserem Labor gezeigt werden konnte, dass der 
hochaffine NGF-Rezeptor in hippokampalen Rattenkulturen exprimiert ist (Culmsee et al., 
2002), wurde in den folgenden Experimenten der Frage nachgegangen, ob durch Hemmung  








wurden hippokampale Neurone der Ratte unterschiedlich lange mit dem PTP-Inhibitor 
Orthovanadat (1 µM) inkubiert und anschließend mittels Immunzytochemie am konfokalen 
Fluoreszenz-Laserscanning-Mikroskop vermessen. In Abbildung 3.2 ist zu sehen, dass eine 
Steigerung der Ty
w


















Abb. 3.2: Transiente Phosphorylierung von Tyrosinresten nach Orthovanadatbehandlung 
Messungen mit dem Fluoreszenz-Laserscanning-Mikroskop zeigen eine verstärkte 
Tyrosinphosphorylierung nach Behandlung mit Orthovanadat (1 µM) für unterschiedliche 
Behandlungszeiten (10 min – 3 h). Als Negativ sind die Aufnahmen bezeichnet, bei denen während der 
Immunzytochemie der Primärantikörper weggelassen wurde. Kontrollen sind mit Vehikel (H2O) 









 Negativ Kontrolle 10 min 







3.1.2.2 Orthovanadat-vermittelte TrkA-Phosphorylierung in PC12-Zellen 
 
Auf Grundlage obiger Befunde wurde als nächstes der Einfluss von Orthovanadat auf den 
rylierung des TrkA-Rezeptors bereits 10 min nach Orthovanadatbehandlung. Dieser 
nstieg war auch noch bei Inkubationszeiten von bis zu 1 h zu sehen, wohingegen nach 6 h 
ieder Kontrollniveau erreicht wurde. 
bb. 3.3: Transiente TrkA-Phosphorylierung in PC12-Zellen nach Orthovanadatbehandlung 
ransiente Phosphorylierung von TrkA wurde mittels Fluoreszenz-Laserscanning-Mikroskopie in 
ippokampalen Neuronen nach Behandlung mit Orthovanadat (1 µM) gemessen. Ein Anstieg der 
h Inkubation mit dem PTP-Inhibitor nachgewiesen 
enge wieder bis auf das Kontrollniveau ab. 
egativkontrollen wurden unter Weglassen des Primärantikörpers vermessen. Kontrollen wurden mit 
ehikel (H2O) anstatt Orthovanadat behandelt. 
Phosphorylierungsgrad des hochaffinen NGF-Rezeptors TrkA untersucht. Hierbei konnte 
festgestellt werden, dass eine Behandlung von PC12-Zellen mit dem PTP-Inhibitor 
Orthovanadat (1 µM) zu einer transienten Phosphorylierung des TrkA-Rezeptors führt (Abb.  




Negativ Kontrolle 10 min





Phosphorylierung konnte innerhalb von 10 min nac













Um die Spezifität des monoklonalen phospho-TrkA-Antikörpers zu überprüfen, wurde ein 
Western Blot mit Proteinextrakten von PC12- und PC12nnr5-Zellen, welche den TrkA 
Rezeptor nicht exprimieren (Lazarovici et al., 1997b; Loeb und Greene, 1993), durchgeführt. 
Abbildung 3.4 zeigt, dass im Gegensatz zu den PC12-Zellen bei den PC12nnr5-Zellen kein 
phospho-TrkA detektierbar war. 
 
 
 war nur bei den PC12-Zellen zu sehen, während bei den 
C12nnr5-Zellen kein Signal detektierbar war. 
 
Abb. 3.4: Überprüfung der Spezifität des monoklonalen phospho-TrkA-Antikörpers 
Die Spezifität des monoklonalen phospho-TrkA-Antikörpers wurde mit Hilfe der Immunoblotanalyse 
nachgewiesen. Ein phospho-TrkA Signal
            PC12        PC12          













3.1.2.3 Orthovanadat-vermittelte TrkA-Phosphorylierung in embryonalen, hippo-
 
Abb. 3.5: Transiente TrkA-Phosphorylierung in hippokampalen Rattenzellen nach Orthovanadat-
kampalen Neuronen 
 
Eine verstärkte TrkA-Phosphorylierung war nicht nur in PC12-Zellen immunzytochemisch zu 
messen, sondern auch in hippokampalen Rattenneuronen. Wie in Abbildung 3.5 zu sehen ist, 
führte Orthovanadat (1 µM) bereits nach 5 min zu einer Erhöhung des 
Phosphorylierungsgrades und erreichte das Maximum bei einer Inkubationszeit von 10 bis 30 
min. Erst nach 6 h wurde das Kontrollniveau wieder erreicht.  
 
 
Negativ Kontrolle 5 min 10 min
30 min 1 h 3 h 6 h
behandlung 
Aufnahmen mit dem Fluoreszenz-Laserscanning-Mikroskop zeigen eine verstärkte TrkA-
Phosphorylierung nach Behandlung mit Orthovanadat (1 µM) für unterschiedliche Behandlungszeiten 
(10 min – 6 h). Als Negativ sind die Aufnahmen bezeichnet, bei denen während der Immunzytochemie 













Eine Erhöhung der TrkA Phosphorylierung konnte ebenso durch Western Blot Analyse von 
n bis 180 min nach Exposition mit Orthovanadat 
Proteinextrakten aus hippokampalen Rattenzellen nachgewiesen werden. Abbildung 3.6 zeigt, 
dass bereits eine 10-minütige Behandlung mit dem PTP-Inhibitor Orthovanadat (1 µM) zu 
einer erhöhten TrkA-Phosphorylierung im Vergleich zur Kontrolle führt und dass der Effekt 




phospho-   
TrkA 
Kontrolle Orthovanadat 1 µM 
α-Tubulin 
10  30 60 180 Vorbe nd-  lung (min) 
ha
 
Abb. 3.6: Phosphorylierung des hochaffinen NGF-Rezeptors TrkA durch Orthovanadat 
Hippokampale Rattenneurone wurden  mit Orthovanadat (1 µM) behandelt (10 – 180 min). Phospho-
TrkA wurde anschließend durch die Western Blot Methode detektiert. Eine Steigerung der TrkA-









3.1.2.4 Einfluss von Okadainsäure auf die TrkA-Aktivierung 
 
Okadainsäure ist ein Inhibitor der Serin/Threonin-Phosphatasen, ausgenommen der PP2C 
te immunzytochemisch keine 
erstärkung der TrkA-Phosphorylierung gemessen werden (Abb. 3.7).  
 
caninng-Mikroskop zeigen keine Veränderung des TrkA-Phosphorylierungsgrades. 
ls Negativ sind die Aufnahmen bezeichnet, bei denen während der Immunzytochemie der 
n sind mit Vehikel (DMSO) behandelt worden. 
(Biolojan und Takai,  1988; Cohen et al., 1990; Pahan et al., 1998). Um nachzuweisen, dass 
nur Hemmstoffe der Protein-Tyrosin-Phosphatasen zu einer Steigerung der TrkA-
Phosphorylierung führen und keine Hemmstoffe der Serin/Threonin-Phosphatasen, wurden 
hippokampale Neurone mit Okadainsäure (1 µM) behandelt. Trotz unterschiedlich langer 
Inkubationszeiten mit dem Inhibitor (10 min – 3 h), konn
V
 
Negativ Kontrolle 10 min 
1 h 3 h 30 min 
 
Abb. 3.7: Keine Veränderung der TrkA-Phosphorylierung nach Okadainsäurebehandlung 
Hippokampale Neurone wurden mit Okadainsäure (1 µM, 10 min – 3 h) inkubiert. Aufnahmen mit dem 
Fluoreszenz-Lasers
A






3.1.3 Natriumorthovanadat-vermittelte Neuroprotektion 
.1.3.1 Natriumorthovanadat schützt konzentrationsabhängig hippokampale Neurone 
or Staurosporin-induzierter Apoptose 
Aufgrund der zuvor gezeigten Induktion der TrkA-Phosphorylierung sollte der Einfluss der 
PTP-Hemmung hinsichtlich der neuroprotektiven Effekte untersucht werden. Dazu wurden 
hippokampale Rattenzellen mit Orthovanadat in Konzentrationen von 0,1 bis 100 µM 
inkubiert. Sechs Stunden später erfolgte die Behandlung mit Staurosporin (200 nM, 24 h) und 
anschließender Hoechstfärbung. Staurosporin führte zu einem Anstieg an apoptotischen 
Zellkernen von 17 % in der Kontrolle auf 46 % (Abb. 3.8). Die Anzahl an apoptotischen 
Kernen nach Behandlung mit Orthovanadat (0,1 – 10 µM) blieb unter Kontrollbedingungen 
unverändert, während konzentrationsabhängige, antiapoptotische und somit neuroprotektive 
Effekte bei der gleichzeitigen Exposition mit Staurosporin zu sehen waren. Wie schon in der 
Literatur beschrieben (Huang et al., 2000) war Orthovanadat in Konzentrationen von 100 µM 
neurotoxisch (26 % apoptotische Kerne im Vergleich zu 17 % bei der Kontrolle) und zeigte in 





In früheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass Orthovanadat neurotoxisch ist und 
zur Apoptose führt (Huang et al., 2000; Ivancsits et al., 2002). Andererseits sind einige 
wenige Literaturstellen zu finden, wo gezeigt wird, dass Orthovanadat Apoptose verhindert 
(Chin et al., 1998) oder Insulin-ähnliche Effekte induziert (Fantus et al., 1995; Goldfine et al., 
1995). Ob und inwiefern Orthovanadat auch neuroprotektive Effekte besitzt, war bei Beginn 















































Abb. 3.8: Orthovanadat schützt konzentrationsabhängig hippokampale Neurone vor Staurosporin-
induzierter Apoptose 
Hippokampale Neurone wurden 6 h vor der Staurosporin-Behandlung (STS, 200 nM) mit 
Orthovanadat (0,1 – 100 µM) inkubiert. Vierundzwanzig Stunden später wurden die Zellen fixiert und 
die Zellkerne mit Hoechst 33258 gefärbt. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Kerne in 
Prozent ± S.D. aus 3 unabhängig voneinander durchgeführten Versuchen. ***p<0,001 im Vergleich 
ur Kontrolle ohne Orthovanadatbehandlung; #p<0,05 und ###p<0,001 im Vergleich zur z








Die gleichen neuroprotektiven Eigenschaften von Orthovanadat waren bei Staurosporin-
u sehen (Abb. 3.9). 
ierzu wurden die Zellen vor Behandlung einmal mit Neurobasalmedium ohne B27-
 inkubiert und anschließend 24 h mit Staurosporin 
duzierte die Zahl an apoptotischen Kernen 
bb. 3.9: Orthovanadat schützt konzentrationsabhängig hippokampale Neurone vor Staurosporin-
duzierter Apoptose in B27-Supplement-freiem Neurobasalmedium 
ippokampale Neurone wurden 6 h vor der Behandlung mit Staurosporin (STS, 200 nM) mit 
(Van, 0,1 – 100 µM in B27-Supplement-freiem Neurobasalmedium) inkubiert. 
iert und die Zellkerne mit Hoechst 33258 gefärbt. 
ngegeben sind die Mittelwerte der apoptotischen Kerne in Prozent ± S.D. aus 4-5 Kulturen pro 
ruppe. ***p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle ohne Orthovanadatbehandlung; ###p<0,001 im 
ergleich zur Staurosporinkontrolle (Varianzanalyse, Scheffé-Test). 
induzierter Apoptose in Neurobasalmedium ohne B27-Supplement z
H
Supplement gewaschen, 6 h mit unterschiedlichen Konzentrationen von Orthovanadat in 
Neurobasalmedium ohne B27-Supplement
(200 nM) behandelt. Orthovanadat (0,1 – 10 µM) re
gegenüber der Staurosporinkontrolle schon bei Konzentrationen von 0,1 µM signifikant 
(p<0,001). Im Vergleich zu der Kontrolle von Neurobasal mit B27-Supplement war die 



































































Nachdem neuroprotektive Eigenschaften von Orthovanadat gegenüber Staurosporin-
duzierter Apoptose in Neurobasalmedium festgestellt werden konnten, wurden in weiteren 
ntersuchungen die antiapoptotischen Eigenschaften des PTP-Inhibitors in glukosehaltiger 
alzlösung (Locke’s-Lösung) geprüft (Abb. 3.10). Auch unter den Bedingungen des Entzuges 
on Vitaminen, Wachstumsfaktoren und Aminosäuren zeigte Orthovanadat 
konzentrationsabhängige, neuroprotektive Effekte gegenüber Staurosporin-induzierter 
Apoptose. Im Vergleich zu der Kontrolle im Neurobasalmedium war die Grundschädigung in 
Locke’s Lösung signifikant höher (p<0,001). 
 
hst 33258 gefärbt. Der prozentuale Anteil an 
poptotischen Kernen ist als Mittelwert ± S.D. aus 4-5 Kulturen pro Gruppe dargestellt. ***p<0,001 
 Vergleich zur Kontrolle ohne Orthovanadatbehandlung; #p<0,05 und  ###p<0,001 im Vergleich zur 

























































Abb. 3.10: Orthovanadat schützt konzentrationsabhängig hippokampale Neurone vor Staurosporin-
induzierter Apoptose in Locke’s Lösung 
Hippokampale Neurone wurden 6 h vor der Staurosporin (STS, 100 nM)-Behandlung mit 
Orthovanadat (Van, 0,1 – 100 µM in Locke’s Lösung) inkubiert. Vierundzwanzig Stunden später 







3.1.3.2 Natriumorthovanadat schützt zeitabhängig hippokampale Neurone vor 
 
bb. 3.11: Orthovanadat schützt zeitabhängig hippokampale Neurone vor Staurosporin-induzierter 
rin (STS) wurden Neurone mit 
Staurosporin-induzierter Apoptose 
 
In der nächsten Studie wurde untersucht, ob die neuroprotektiven Effekte von Orthovanadat 
zeitabhängig sind. Hierzu wurden Neurone mit der in den vorherigen Experimenten 
wirksamsten Konzentration von 1 µM Orthovanadat in Neurobasalmedium 0 bis 24 h vor der 
Staurosporin-Behandlung vorinkubiert. Abbildung 3.11 zeigt, dass der protektive Effekt vor 
Staurosporin-induzierter Apoptose bei einer Vorbehandlungszeit von 6 bis 12 h (p<0,001) am 
stärksten war. Zudem konnte eine Zeitabhängigkeit der neuroprotektiven Wirkung von 
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Null bis vierundzwanzig Stunden vor der Behandlung mit Staurospo
Orthovanadat (1 µM) vorbehandelt. Vierundzwanzig Stunden später wurden die Zellen fixiert und die 
Zellkerne mit Hoechst 33258 gefärbt. Dargestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Kerne in 
Prozent ± S.D. aus 4-5 Kulturen pro Gruppe. ***p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle (K) ohne 




3.1.4 Neuroprotektion und TrkA-Aktivierung durch Orthovanadat sind 
/ml des NGF-Antikörpers die neuroprotektiven 
igenschaften von 2.5S NGF (20 ng/ml) gegenüber Staurosporin-induzierter Apoptose 
aufhoben.  
h mit NGF-Antikörper (NGF AK, 200 ng/ml) inkubiert und 
unabhängig von der NGF-Bindung an den TrkA-Rezeptor 
 
Nachdem in vorherigen Versuchen gezeigt werden konnte, dass Orthovanadat als PTP-
Inhibitor zu einer erhöhten TrkA-Phosphorylierung und zur Neuroprotektion führt, wurde im 
Folgenden der Frage nachgegangen, ob NGF in diesen Prozessen involviert ist. Zunächst 
musste getestet werden, welche Konzentration des NGF-Antikörpers ausreicht, um NGF-
vermittelte, antiapoptotische Effekte durch Neutralisation des Wachstumsfaktors aufzuheben. 




















































Abb. 3.12: Aufheben der NGF-induzierten Neuroprotektion durch NGF-Antikörper 
Hippokampale Rattenneuronen wurden 1 
anschließend 6 h mit 2.5S NGF (20 ng/ml) behandelt. Nach 24-stündiger Inkubation mit Staurosporin 
(STS, 200 nM) wurden die Zellen fixiert und die Zellkerne mit Hoechst 33258 angefärbt. Angegeben 
ist der prozentuale Anteil an apoptotischen Kernen als Mittelwert ± S.D. aus 4-5 Kulturen pro 
Gruppe. ***p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle; ###p<0,001 im Vergleich zur Staurosporinkontrolle; 




Auf der Grundlage dieses Versuches wurde in den folgenden Experimenten getestet, ob die 
neuroprotektive Wirkung von Orthovanadat gegenüber Staurosporin-induzierter Apoptose 
örper (39 % apoptotische Kerne) behandelt wurden.  
 
ale Neuronenkulturen wurden 1 h mit NGF-Antikörper (NGF AK, 200 ng/ml) inkubiert, 6 h 
auch in Abwesenheit von NGF stattfindet. Hierzu wurden hippokampale Neurone 1 h mit dem 
neutralisierenden NGF-Antikörper (200 ng/ml) vorinkubiert, 6 h mit Orthovanadat (1 µM) 
und anschließend 24 h mit Staurosporin (200 nM) behandelt. Wie in Abbildung 3.13 zu 
sehen, wurde die neuroprotektive Wirkung des PTP-Inhibitors durch die Behandlung mit dem 
NGF-Antikörper nicht aufgehoben. Es bestand kein signifikanter Unterschied darin, ob die 
Neurone vor der Staurosporin-Inkubation mit Orthovanadat alleine (37 % apoptotische Kerne) 



























































Abb. 3.13: Orthovanadat-induzierte Neuroprotektion in Abwesenheit von NGF 
Hippokamp
mit Orthovanadat (Van, 1 µM) und anschließend mit Staurosporin (STS, 200 nM) behandelt. Nach 24 
h wurden die Rattenzellen fixiert und mit Hoechst 33258 angefärbt. Die prozentualen Anteile der 
apoptotischen Kerne sind als Mittelwerte ± S.D. aus 4-5 Kulturen pro Gruppe dargestellt. ***p<0,001 
im Vergleich zur Kontrolle; ##p<0,01 im Vergleich zur Staurosporinkontrolle; ++p<0,01 im Vergleich 
zu den mit NGF AK und Staurosporin behandelten Zellen (Varianzanalyse, Scheffé-Test). 
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Des weiteren konnte durch immunzytochemische Untersuchungen gezeigt werden, dass die 
Erhöhung der TrkA-Phosphorylierung nach 10 bis 30-minütiger Orthovanadatbehandlung (1 
mit dem NGF-Antikörper (200 ng/ml) nicht 
ollen wurden mit Vehikel (H2O) behandelt und als Negativ sind die Aufnahmen 
bezeichnet, die unter Weglassen des Primärantikörpers vermessen wurden. 
µM) durch eine 1-stündige Vorbehandlung 
aufgehoben wurde, wohingegen die Konzentration des NGF-Antikörpers ausreichend war, um 
die NGF-induzierte (10 ng/ml) TrkA-Phosphorylierung zu blockieren (Abb. 3.14). Anhand 
dieser Experimente konnte gezeigt werden, dass sowohl die neuroprotektiven Eigenschaften 
von Orthovanadat, als auch die verstärkte TrkA-Phosphorylierung unabhängig von NGF 
waren. 
 
Abb. 3.14: Orthovanadat-induzierte TrkA-Phosphorylierung in Abwesenheit von NGF 
Hippokampale Neurone wurden 10 min mit 2.5S NGF (10 ng/ml) behandelt. Mittels Fluoreszenz-
Laserscanning-Mikroskopie wurde nach der Exposition eine erhöhte Phosphorylierung von TrkA 
nachgewiesen, die nach 1-stündiger Vorbehandlung mit NGF-Antikörper (NGF AK, 200 ng/ml) nicht 
detektierbar war. Die verstärkte TrkA-Phosphorylierung durch Inkubation mit Orthovanadat (1 µM) 





NGF 10 min 
Van 10 min
Van 30 min
NGF Ak  +  
NGF 10 min  
NGF AK  + 
Van 10 min  
NGF AK  + 
Van 30 min  
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Ein weiteres Experiment sollte bestätigen, dass die Orthovanadat-induzierte Neuroprotektion  
 
bb. 3.15: Orthovanadat-induzierte Neuroprotektion in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren 
 ng/ml) vorinkubiert 
ehandelten Zellen (Varianzanalyse, Scheffé-Test). 
in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren stattfindet. Hierzu wurden Rattenneurone 
unmittelbar vor der Behandlung mit glukosehaltiger Salzlösung (Locke’s-Lösung) gewaschen 
und während des Experiments in Locke’s-Lösung gehalten, um einen Wachstumsfaktorentzug 
zu simulieren. Die Neurone wurden 1 h mit dem neutralisierenden NGF-Antikörper (200 
ng/ml) vorinkubiert, sechs Stunden mit Orthovanadat (1 µM) behandelt und anschließend mit 
Staurosporin (200 nM, 24 h) geschädigt. In Abbildung 3.15 ist zu sehen, dass eine 
Vorbehandlung mit dem NGF-Antikörper die antiapoptotischen Eigenschaften von 














































































Hippokampale Rattenneuronen wurden 1 h mit NGF-Antikörper (NGF AK, 200
und anschließend 6 h mit Orthovanadat (1 µM) oder 2.5S NGF (10 ng/ml) behandelt. Nach 24-
stündiger Inkubation mit Staurosporin (STS, 200 nM) wurden die Zellen fixiert und die Zellkerne mit 
Hoechst 33258 angefärbt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil an apoptotischen Kernen als 
Mittelwert ± S.D. aus 4-5 Kulturen pro Gruppe. ***p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle; ###p<0,001 
im Vergleich zur Staurosporinkontrolle; +++p<0,001 im Vergleich zu den mit NGF, NGF AK und 
Staurosporin behandelten Zellen; §§§p<0,001 im Vergleich zu den mit NGF und Staurosporin 
b
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Während K-252a in der Literatur häufig als Inhibitor der Trk-Phosphorylierung beschrieben 
wird (Lazarovici et al., 1997a) und aufgrund dieser Hemmung in Konzentrationen größer 100 
nM Neurotrophin-induzierte Effekte blockiert (Koizumi and Guroff, 1988; Berg et al., 1992), 
belegen einige Literaturzitate eine Neuroprotektion in Konzentrationen kleiner als 20 nM 
(Cheng et al., 1994; Goodman und Mattson, 1994). Um den Einfluss des Tyrosinkinase-
Inhibitors auf die durch Orthovanadat-induzierte Neuroprotektion zu überprüfen, wurde K-
252a (20 und 500 nM) 1 h vor der Behandlung mit Orthovanadat (1 µM) auf hippokampale 
Neurone gegeben. Die Zellen unterlagen anschließend einer 24-stündigen Exposition mit 
Staurosporin (200 nM). Die Auswertung der Versuche ergab, dass für K-252a in niedrigen 
Konzentrationen von 20 nM, wie auch schon in der Literatur beschrieben, neuroprotektive 
Effekte festzustellen waren (46 % apoptotische Kerne gegenüber 54 % in der 
Staurosporinkontrolle, p<0,01) und eine Hemmung der Orthovanadat-induzierten 
Neuroprotektion nicht erreicht werden konnte (34 % bei den mit K-252a und Staurosporin 
behandelten Zellen gegenüber 33 % in den mit Orthovanadat und Staurosporin-behandelten 
Kulturen; Abb. 3.16a).   
Höhere Konzentrationen des Tyrosinkinase-Inhibitors (500 nM) verringerten den 
neuroprotektiven Effekt von Orthovanadat signifikant (42 % apoptotische Kerne bei den mit 
K-252a und Staurosporin behandelten Zellen im Vergleich zu 33 % bei den mit Orthovanadat 
und Staurosporin behandelten Neuronen, p<0,05, Abb. 3.16b). K-252a allein in der 
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Abb. 3.16: Der Tyrosinkinase-Inhibitor K-252a hebt Orthovanadat-induzierte Neuroprotektion 
nicht auf 
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Eine Stunde vor Behandlung mit Orthovanadat (Van, 1 µM, 6 h) wurden  hippokampale Neurone mit 
dem Tyrosinkinase-Inhibitor K-252a (20 nM (A)/500 nM (B)) inkubiert. Nach 24-stündiger Exposition 
mit Staurosporin (STS, 200 nM) wurden die Zellen fixiert und mit Hoechst 33258 angefärbt. 
Dargestellt ist der prozentuale Anteil der apoptotischen Kerne als Mittelwert ± S.D. aus 4-5 Schalen 
pro Gruppe A. Eine Vorbehandlung mit 20 nM K-252a verringert den neuroprotektiven Effekt von 
Orthovanadat nicht, zeigte allerdings einen neuroprotektiven Effekt gegen die 
Staurosporinschädigung. B. Für eine Konzentration von 500 nM konnte keine Neuroprotektion mehr 
nachgewiesen werden, wohingegen die Protektion der Neurone durch Orthovanadat signifikant 
verringert werden konnte. ***p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle; ##p<0,01 und ###p<0,001 im 
Vergleich zur Staurosporinkontrolle; ++p<0,01 im Vergleich zu den mit K-252a und Staurosporin 
behandelten Zellen; §p<0,05 im Vergleich zu den mit Orthovanadat und Staurosporin behandelten 
Neuronen (Varianzanalyse, Scheffé-Test). 
 
 
3.1.5 Die Aktivierung des PI3-Kinase/Akt- und des MAP-Kinase-
Signaltransduktionsweges vermittelt die neuroprotektive Wirkung von 
 der 
APK-Signalweg sind die Hauptsignalwege, die nach Aktivierung des hochaffinen NGF-
ezeptors in der Literatur beschrieben werden (Sofroniew et al., 2001). Da vorherige 
xperimente belegten, dass Orthovanadat neuroprotektiv ist und zu einer Erhöhung der TrkA-
hosphorylierung führte (Gerling et al., 2001, 2003a,b), wurde im Folgenden der Frage 
achgegangen, ob der PTP-Inhibitor bei der Imitierung der NGF-vermittelten 





In Neuronen werden mittels Phosphorylierung und nachfolgender Aktivierung von TrkA 
durch NGF verschiedene Signaltransduktionswege beschrieben, die an den neuroprotektiven 














3.1.5.1 Orthovanadat-vermittelte Akt-Phosphorylierung in embryonalen, hippo-
kampalen Neuronen 
Wie der folgende immunzytochemische Versuch belegte, zeigte sich eine Erhöhung der Akt-
Phosphorylierung in Rattenneuronen bereits 10 min nach der Exposition mit Orthovanadat (1 
µM). Der Anstieg der Akt-Phosphorylierung verlief transient, denn nach 9-stündiger 
Vorbehandlung mit Orthovanadat wurde wieder das Kontrollniveau erreicht. Abbildung 3.17 




Abb. 3.17: Transiente Akt-Phosphorylierung in hippokampalen Neuronen nach Behandlung mit 
Orthovanadat 
Immunzytochemische Analysen zeigen die transiente Phosphorylierung von Akt in hippokampalen 
Neuronen durch Orthovanadat (1 µM). Ein Anstieg der Phosphorylierung konnte innerhalb von 10 
min bis 1 h nach Inkubation mit dem PTP-Inhibitor mittels Fluoreszenz-Laserscanning-Mikroskopie 
nachgewiesen werden, während nach 9 h wieder das Kontrollniveau erreicht wurde. 
Negativkontrollen wurden unter Weglassen des Primärantikörpers vermessen. Kontrollen wurden mit 
Vehikel (H2O) anstatt Orthovanadat behandelt. 
 Negativ Kontrolle 10 min 




3.1.5.2 Beteiligung der PI3-Kinase an Orthovanadat-vermittelten neuroprotektiven 
Effekten 
 
Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass Orthovanadat zu einer Erhöhung der Akt-
Phosphorylierung führte (Abb. 3.17), sollte des weiteren untersucht werden, ob die PI3-K, die 
durch Aktivierung unmittelbar zu einer Phosphorylierung von Akt führt (Datta et al., 1999), 
an der neuroprotektiven Wirkung von Orthovanadat beteiligt ist.  
Durch Immunoblotanalyse von Proteinextrakten aus hippokampalen Neuronen konnte die 
Beteiligung der PI3-K an der Phosphorylierung von Akt und den somit vermittelten 
neuroprotektiven Effekten nachgewiesen werden (Abb. 3.18). Bereits 15 min nach Exposition 
mit Orthovanadat (1 µM) konnte eine Erhöhung der Akt-Phosphorylierung gemessen werden, 
die auch nach 60-minütiger Behandlung noch detektierbar war. Dagegen war eine durch 
rthovanadat-verstärkte Phosphorylierung von Akt nach Vorbehandlung (1 h) mit dem PI3-
-Inhibitor Wortmannin (20 nM) nur noch abgeschwächt nachweisbar. Die Detektion von α-
bb. 3.18: Der PI3-K-Inhibitor Wortmannin hemmt die Orthovanadat-induzierte Akt-
hosphorylierung 
ine erhöhte Akt-Phosphorylierung konnte mit der Immunoblotanalyse aus Proteinextrakten von 
mbryonalen, hippokampalen Neuronen 15 bis 60 min nach der Inkubation mit Orthovanadat (1 µM) 
achgewiesen werden. Der Effekt wurde nach Vorbehandlung mit dem PI3-K-Inhibitor Wortmannin 
M, 20 nM, 1 h) aufgehoben, so dass gezeigt werden konnte, dass die Erhöhung der Akt-
hosphorylierung durch Orthovanadat über die PI3-Kinase läuft. 
O
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Zur Überprüfung der Bedeutung einer verstärkten Akt-Phosphorylierung für den 
neuroprotektiven Effekt von Orthovanadat wurden hippokampale Rattenneurone 1 h mit dem 
en 
europrotektiven Effekt des PTP-Inhibitors gegen Staurosporin-induzierte Apoptose 
ignifikant (45 % apoptotische Kerne, p<0,01). Wortmannin führte dagegen zu keiner 
signifikanten Schädigung der Neurone (20 % apoptotische Kerne gegenüber 18 % in der 
Kontrolle).  
und mit Hoechst 33258 angefärbt. Der prozentuale 
nteil an apoptotischen Kernen wurde bestimmt und als Mittelwert ± S.D. aus jeweils 4-5 Kulturen 
ngegeben. ***p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle; ##p<0,01 im Vergleich zur 
Staurosporinkontrolle; ++p<0,01 im Vergleich zu den mit Orthovanadat und Staurosporin behandelten 
Zellen (Varianzanalyse, Scheffé-Test). 
PI3-K-Inhibitor Wortmannin (20 nM) behandelt. Nach anschließender 6-stündiger Inkubation 
mit Orthovanadat (1 µM) und Behandlung für 24 h mit Staurosporin (200 nM) wurden die 
Zellen mit Hoechst 33258 gefärbt. Die Auswertung (Abb. 3.19) bestätigte eine Orthovanadat-
vermittelte Neuroprotektion (32 % apoptotische Kerne) gegenüber Staurosporin-induzierter 



















































Abb. 3.19: Der PI3-K-Inhibitor Wortmannin hemmt die neuroprotektive Wirkung von 
Orthovanadat 
Der PI3-K-Inhibitor Wortmannin (WM, 20 nM) wurde 1 h vor der Behandlung der hippokampalen 
Neurone mit Orthovanadat (Van, 1 µM) zugegeben. Nach 6 h wurden die Zellen 24 h mit Staurosporin 




3.1.5.3 Orthovanadat-vermittelte Phosphorylierung von Erk1 und Erk2 in  
hippokampalen Neuronen 
 
bb. 3.20: Transiente Phosphorylierung von Erk1/2 in hippokampalen Neuronen nach 
rylierung von Erk1/2 wurde mittels Fluoreszenz-Laserscanning-Mikroskopie in 
2
 
Vorherige Versuche zeigten, dass der PI3-K/Akt-Signaltransduktionsweg eine wesentliche 
Rolle bei der Neuroprotektion durch Orthovanadat einnimmt. Nun sollte in weiteren 
Experimenten der Frage nachgegangen werden, ob die MAPK Erk1 und Erk2 bei der 
Neuroprotektion durch den PTP1B-Inhibitor involviert sind. 
Zunächst wurde mittels immunzytochemischer Analyse die Phosphorylierung von Erk1 und 
Erk2 nach Behandlung mit Orthovanadat (1 µM) untersucht. Aufnahmen mit dem 
Fluoreszenz-Laserscanning-Mikroskop zeigen eine transiente Phosphorylierung von Erk1/2 
nach Inkubation mit Orthovanadat (Abb. 3.20). Bereits nach 10-minütiger Behandlung 
erfolgte eine erhöhte Phosphorylierung, die bis 1 h nach Exposition anhielt. Nach länger 
andauernder Inkubation mit Orthovanadat (6 h) war keine verstärkte Erk1/2-Phosphorylierung 
mehr vorhanden. 
Negativ Kontrolle 10 min 
30 min 1 h 6 h 
A
Behandlung mit Orthovanadat 
Transiente Phospho
hippokampalen Neuronen nach Behandlung mit Orthovanadat (1 µM) gemessen. Eine Steigerung der 
Phosphorylierung konnte innerhalb von 10 min nach Inkubation mit dem PTP-Inhibitor nachgewiesen 
werden. Nach 6 h nahm der phospho-Erk1/2 Gehalt wieder bis auf das Kontrollniveau ab. 
Negativkontrollen wurden unter Weglassen des Primärantikörpers vermessen. Kontrollen wurden mit 
Vehikel (H O) anstatt Orthovanadat behandelt. 
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3.1.5.4 Beteiligung der MEK an Orthovanadat-vermittelten neuroprotektiven Effekten 
 
Der PTP-Inhibitor induzierte eine Erhöhung der Erk1/2-Phosphorylierung (Abb 3.20). Es 
stellte sich daraufhin die Frage, ob die MEK – die ihrerseits nach Phosphorylierung und 
daraus folgender Aktivierung für eine Phosphorylierung von Erk1 und Erk2 verantwortlich ist 
– in den Prozess der durch Orthovanadat-induzierten Neuroprotektion beteiligt ist. 
Immunoblotanalysen aus Proteinextrakten von hippokampalen Rattenneuronen bestätigten die 
Beteiligung der MEK an der Phosphorylierung von Erk1 und Erk2 und der hierdurch 
vermittelten Neuroprotektion durch Orthovanadat. Die Orthovanadat-induzierte 
Phosphorylierung von Erk1 und Erk2 war sowohl 15 min, als auch 60 min nach Exposition 
mit dem PTP1B-Inhibitor (Van, 1 µM) detektierbar (Abb. 3.21). Vorbehandlung der Neurone 
mit dem MEK-Inhibitor UO126 (20 µM, 1 h) blockierte bzw. verminderte dagegen die durch 
Orthovanadat-induzierte Phosphorylierung von Erk1 und Erk2. Erk1 und Erk2 wurden nicht 








 C Van UO126 + Van 
 Vorbehandlung 
 (min)  15      60                 0       15     60 
 
Abb. 3.21: Der MEK-Inhibitor UO126 hemmt die Orthovanadat-induzierte Erk1- und Erk2-
Phosphorylieru
Eine erhöhte Erk1- und Erk2-Phosphorylierung konnte mit der Immunoblotanalyse aus 
Proteinextrakten von hippokampalen Neuronen 15 bis 60 min nach der Inkubation mit Orthovanadat 
(Van, 1 µM) nachgewiesen werden. Der Effekt wurde nach Vorbehandlung mit dem MEK-Inhibitor 
UO126 (20 µM, 1 h) aufgehoben – bei 15-minütiger Inkubation mit Orthovanadat, bzw. vermindert – 
bei 60-minütiger Inkubation mit Orthovanadat. Eine Regulation von Erk1 und Erk2 wurde hingegen 
nicht nachgewiesen. Identische α-Tubulin-Signale bestätigten gleichmäßige Proteinbeladung. 
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Des weiteren wurden hippokampale Rattenneurone 1 h mit dem MEK-Inhibitor UO126  (20 
µM) behandelt und anschließend 6 h mit Orthovanadat (10 µM) inkubiert. Nach 24-stündiger 
digte Neurone). Die Hemmung 
 
bb. 3.22: Der MEK-Inhibitor UO126 hemmt die neuroprotektive Wirkung von Orthovanadat 
egeben. Nach 6 h wurden die Zellen 24 h mit Staurosporin (STS, 200 
Exposition mit Staurosporin (200 nM) wurden die Zellen fixiert und die Zellkerne mit 
Hoechst 33258 angefärbt. Die Auswertung (Abb. 3.22) zeigte – wie schon in vorherigen 
Versuchen – eine Orthovanadat-vermittelte Neuroprotektion (32 % geschädigte Neurone) 
gegenüber Staurosporin-induzierter Apoptose (53 % geschä
der MEK-Aktivität durch UO126 verminderte den neuroprotektiven Effekt des PTP-Inhibitors 
vor Staurosporin-induzierter Apoptose signifikant (47 % apoptotische Kerne, p<0,01). UO126 
bewirkte dagegen selbst keine signifikante Schädigung der Neurone (20 % apoptotische 


























































Der MEK-Inhibitor UO126 (20 µM) wurde 1 h vor der Behandlung der hippokampalen Neurone mit 
Orthovanadat (Van, 10 µM) zug
nM) inkubiert, anschließend fixiert und mit Hoechst 33258 angefärbt. Dargestellt ist der prozentuale 
Anteil an apoptotischen Kernen als Mittelwert ± S.D. aus jeweils 4-5 Kulturen pro Gruppe. 
***p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle; ###p<0,001 im Vergleich zur Staurosporinkontrolle; 




3.2 Die Rolle der Protein-Tyrosin-Phosphatase-1B bei der TrkA-
vermittelten Neuroprotektion 
 
Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass eine Hemmung der 
Protein-Tyrosin-Phosphatasen durch den Inhibitor Natriumorthovanadat zu einer 
1B. 
 
Hierzu zählten folgende Inhibitoren: 
 
Gruppe Zhang: Compound 2 
 
Gruppe Umezawa: Ethyl-3,4-dephostatin 
   Methoxim-3,4-dephostatin 
   4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin 
 
Die Ergebnisse der Dephostatin-Derivate sind in Abschnitt 3.3 dargestellt. 
Phosphorylierung des hochaffinen NGF-Rezeptors TrkA führt und infolge dessen 
neuroprotektive Effekte erzielt werden konnten. Daraufhin stellte sich die Frage, welche 
Phosphatase(n) für die Dephosphorylierung und Inaktivierung des TrkA-Rezeptors 
verantwortlich sind. Bislang liegen jedoch keinerlei Befunde darüber vor, welche PTP(s) bei 
der Dephosphorylierung des hochaffinen NGF-Rezeptors involviert ist (sind). 
Literaturberichten zu Folge interagiert die PTP-1B mit verschiedenen 
Wachstumsfaktorrezeptoren und inhibiert diese (Flint et al., 1997; Kenner, 1996; Haj et al., 










3.2.1 Einfluss von Compound 2 auf NGF-induzierte TrkA-
Phosphorylierung 
 
Im Folgenden wurde überprüft, ob mit dem spezifischeren und stärker wirksamen PTP-1B-
Inhibitor Compound 2 Effekte auf die Hemmung der TrkA-Dephosphorylierung zu 
verzeichnen sind. In Tabelle 3.1 sind die IC50- und Ki-Werte von Compound 1 gegenüber 
diversen Phosphatasen zu sehen (Shen et al., 2001), anhand derer die hohe Spezifität und 
Selektivität zu erkennen ist. Compound 2 unterscheidet sich von Compound 1 durch eine 
Seitengruppe (Sun et al., 2003), die eine Zellpermeabilität ermöglicht (Abb. 3.23). 
 
 
Ki [nM]; IC50 [µM] 
PTPase 
Compound 1 Compound 2 
PTP-1B        Ki = 2,4          Ki = 1,8 
TCPTP      Ki =  26               - 
Yersinia PTP     IC50 = 1,6        - 
SHP-1      IC50 = 11         - 
SHP-2      IC50 = 10         - 
LAR      IC50 = 72         - 
 
Für HePTP, PTPα, CD45, VHR, MKP3, Cdc25A, Stp1, PP2Cα → keine 
Inhibition durch Compound 1 bei 10 µM 
  
t al., Tab. 3.1: Hemmung verschiedener Phosphatasen durch Compound 1 und 2 (nach  Shen e





















Compound 2: R =  





































Um den Einfluss von Compound 2 auf die TrkA-Phosphorylierung zu messen, wurden 
mbryonale hippokampale Neurone mit dem PTP-1B-Inhibitor (100 nM) 1 h behandelt. In 
kA-Phosphorylierung kommt. Wie schon von Culmsee et al., 2002 
l) innerhalb von 10 min ebenfalls zu einer gesteigerten 
 
Abb. 3.24: Compound 2 beeinflusst die TrkA-Dephosphorylierung 
Hippokampale Neurone wurden 1 h mit Compound  (C 2, 0 nM, Bahn 2) vorinkubiert und 
anschließend mit 2.5S NGF (10 ng/ml, 10 + 60 min, Bahn 4 und 6) behandelt. Zur Kontrolle des 
Einflusses des PTP-1B-Inhibitors auf die TrkA-Phosphorylierung wurden die Kulturen zunächst 1h 
mit DM  5) behandelt. 




Abbildung 3.24 ist zu sehen, dass es durch die Behandlung mit dem PTP-1B-Inhibitor zu 
einer Erhöhung der Tr
beschrieben, führt 2.5S NGF (10 ng/m
TrkA-Phosphorylierung, die aber nach 60 min wieder abnimmt. Dieses Absinken der TrkA-
Phosphorylierung nach 60 min auf Kontrollniveau konnte durch 1-stündige Vorbehandlung 
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3.2.2 Einfluss der rekombinanten PTP-1B auf NGF-induzierte TrkA-
hosphorylierung 
m den Einfluss der PTP-1B auf die Dephosphorylierung des hochaffinen NGF-Rezeptors 
rkA genauer zu analysieren, wurden PC12-Zellen 10 min mit 2.5S NGF (10 ng/ml) 
ehandelt, um eine maximale TrkA-Phosphorylierung zu erhalten. Anschließend wurden die 




3.2.2.1 Einfluss der Magnesiumkonzentration auf die TrkA-Phosphorylierung 
 
Die mit 2.5S NGF behandelten PC12-Zellextrakte wurden mit unterschiedlichen 
Konzentrationen Magnesiumchlorid (20 – 100 mM) und mit unterschiedlichen 
Konzentrationen der PTP-1B (1-5 mU/µl Reaktionsansatz) 15 min bei 37˚C inkubiert und 
anschließend eine Immunoblotanalyse durchgeführt. Abbildung 3.25 zeigt die Magnesium-
bhängigkeit der TrkA-Dephosphorylierung: Im Vergleich zur Kontrolle (Bahn 1) führte eine 
ehandlung mit 60 mM Magnesium zu einer teilweisen Dephosphorylierung (Bahn 3) und 
100 mM Magnesium zeigte sich eine vollständige Dephosphorylierung 
ahn 5) des TrkA-Rezeptors. Behandlung der PC12-Zellextrakte mit 3 mU PTP-1B/µl 
eaktionsansatz bei einer Magnesium-Konzentration von 60 mM (Bahn 4) führte im 
ergleich zur Kontrolle (Bahn 3) zu einer verstärkten Dephosphorylierung des hochaffinen 
kA. Hingegen reichten geringere Mengen der PTP-1B (1 mU/µl 
eaktionsansatz) nicht aus, um den Rezeptor bei einer Magnesiumkonzentration von 20 mM 
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Abb. 3.25: Dephosphorylierung des TrkA-Rezeptors in Abhängigkeit von der 
Magnesiumkonzentration 
PC12-Zellhomogenisat wurde 15 min bei 37˚C mit unterschiedlichen Magnesiumkonzentration (20 – 
100 mM) und unterschiedlichen Konzentrationen der PTP-1B (1, 3 und 5 mU/µl Reaktionsansatz) 
inkubiert. Anschließend wurde die TrkA-Phosphorylierung in Abhängigkeit von der 
Magnesiumkonzentration und PTP-1B Menge mittels Immunoblotanalyse detektiert. Die Detektion von 












3.2.2.2 Einfluss der Inkubationszeit auf die TrkA-Phosphorylierung 
urch die PTP-1B von der Inkubationszeit. PC12-Zellhomogenisat 
it 3 mU PTP-1B/µl Reaktionsansatz bei einer Magnesiumkonzentration von 60 mM 
 
Die Auswertung des folgenden Experimentes zeigte die Abhängigkeit der TrkA-
Dephosphorylierung d
wurde m
5 und 30 min bei 37˚C inkubiert. Wie in Abbildung 3.26 zu sehen, führte eine 30-minütige 
Inkubation mit der PTP-1B zu einer vollständigen Dephosphorylierung des TrkA-Rezeptors 
(Bahn 6). Eine Inkubationszeit von 5 min reichte hingegen nicht aus, um den TrkA-Rezeptor 




Abb. 3.26: Dephosphorylierung des TrkA-Rezeptors in Abhängigkeit von der Inkubationszeit 
PC12-Zellhomogenisat wurde 5 und 30 min bei 37˚C mit 60 mM Magnesium und 3 mU PTP-1B/µl 
Reaktionsansatz inkubiert. Anschließend wurde die TrkA-Phosphorylierung in Abhängigkeit von der 
Inkubationszeit mittels Immunoblotanalyse detektiert. Die Detektion von α-Tubulin diente der 
Kontrolle der gleichmäßigen Proteinbeladung.  
 
          5           5                              30        30           Inkubationszeit  (min) 
         1           2                               3          4            Bahn 
TrkA 
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3.2.2.3 Einfluss der PTP-1B Proteinkonzentration auf die TrkA-Phosphorylierung 
ls nächstes sollte der Einfluss der PTP-1B Menge auf die Dephosphorylierung des 
ochaffinen NGF-Rezeptors untersucht werden. Hierzu wurde das PC12-Zellhomogenisat mit 
nterschiedlichen PTP-1B Konzentrationen 15 beziehungsweise 30 min bei 37˚C und einer 
agnesiumkonzentration von 50 mM inkubiert. Die Auswertung der Immunoblotanalyse 
eigt eine Dephosphorylierung von TrkA in Abhängigkeit von der eingesetzten PTP-1B 
enge bei einer Inkubationszeit von 30 min (Abb. 3.27, Bahn 5 – 6). Fünf mU PTP-1B/µl 
eaktionsansatz führen zu einer fast vollständigen Dephosphorylierung von TrkA (Bahn 7) 
 Vergleich zur Kontrolle (Bahn 5), wohingegen niedrigere Proteinkonzentrationen von 1 
mU/µl Reaktionsansatz (Bahn 6) oder kürzere Inkubationszeiten von 15 min (Bahn 1 – 4) 
keinen Einfluss auf den phospho-TrkA Gehalt hatten. Mittels der Detektion von α-Tubulin 
konnte eine gleichmäßige Proteinbeladung nachgewiesen werden. 
 
C mit 50 mM Magnesium und 
nterschiedlichen Konzentrationen der PTP-1B (1-8 mU/µl Reaktionsansatz) inkubiert. Anschließend 
urde die TrkA-Phosphorylierung in Abhängigkeit von der Inkubationszeit und der eingesetzten PTP-
B Konzentration mittels Immunoblotanalyse detektiert. Die Detektion von α-Tubulin diente der 
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Abb. 3.27: Dephosphorylierung des TrkA-Rezeptors in Abhängigkeit von der PTP-1B 
Proteinkonzentration 








3.3 Neuroprotektive Effekte durch Dephostatin-Derivate und die 
 
tive Effekte durch Dephostatin-Derivate gegen 
 die 
TP-1B hemmt und somit über eine indirekte Aktivierung des Insulinrezeptors 
antidiabetische Eigenschaften vorweisen kann (Watanabe et al., 2000; Suzuki et al., 2001). Da 
zu Beginn unserer Untersuchungen der Einfluss der PTP-1B bei der Dephosphorylierung des 
hochaffinen NGF-Rezeptors TrkA nicht näher bekannt war, sollte der Einfluss der 
Dephostatin-Derivate auf die Neuroprotektion, die TrkA-Dephosphorylierung und die 
nachfolgend beteiligten Signaltransduktionswege untersucht werden.  
 
 
3.3.1.1 Neuroprotektion durch Ethyl-3,4-dephostatin gegen Staurosporin-induzierte 
Apoptose 
 
Zunächst wurde der Frage nachgegangen, ob Ethyl-3,4-dephostatin neuroprotektiv gegen 
taurosporin-induzierte Apoptose wirkt. Für diesen Nachweis wurden hippokampale Neurone 
biert. 
zahl an apoptotischen Kernen nach Behandlung 
it Ethyl-3,4-dephostatin blieb unter Kontrollbedingungen unverändert, während 
onzentrationsabhängige antiapoptotische und somit neuroprotektive Effekte bei der 




Staurosporin-induzierte Apoptose in hippokampalen Neuronen 
 
Dephostatin war die erste organische Substanz, die zur Hemmung von Protein-Tyrosin-
Phosphatasen eingesetzt wurde. Sie wurde aus Streptomyces sp. MJ742-NF5 isoliert (Imoto et 
al., 1993; Kakeya et al., 1993) und wirkt spezifisch gegen PTPen und nicht gegen 
Serin/Threonin-Phosphatasen (Watanabe et al., 1995). Im Laufe der letzten Jahre wurden 
stabilere Substanzen synthetisiert, die neben anderen Protein-Tyrosin-Phosphatasen auch
P
S
aus der Ratte mit dem Dephostatin-Derivat in Konzentrationen von 0,01 bis 10 µM inku
Sechs Stunden später erfolgte die 24-stündige Behandlung mit Staurosporin (200 nM). Nach 
Fixierung der Zellen und anschließender Färbung mit Hoechst 33258 zeigte sich nach der 
Exposition mit Staurosporin ein prozentualer Anstieg an apoptotischen Kernen von 22 % in 






































Abb. 3.28: Ethyl-3,4-dephostatin schützt konzentrationsabhängig vor Staurosporin-induzierter 
Apoptose 
Hippokampale Neurone wurden 6 h vor der Behandlung mit Staurosporin (STS, 200 nM) mit Ethyl-
3,4-dephostatin in unterschiedlichen Konzentrationen (0,01 - 10 µM) behandelt. Vierundzwanzig 
Stunden später wurden die Zellen mit Hoechst 33258 gefärbt. Der prozentuale Anteil an apoptotischen 
Kernen ist als Mittelwert ± S.D. aus jeweils 4-5 Kulturen pro Gruppe dargestellt. ***p<0,001 im 













Die gleichen neuroprotektiven Eigenschaften von Ethyl-3,4-dephostatin waren bei NMDA-
induzierter Apoptose in glukosehaltiger Locke’s-Lösung zu sehen (Abb. 3.29). Hierzu wurden 
ie hippokampalen Neurone vor der Behandlung einmal mit Locke’s-Lösung gewaschen und 
e signifikante 
Reduktion des Anteils der apoptotischen Kerne im Vergleich zur NMDA-Kontrolle.  
d
mit Ethyl-3,4-dephostatin (0,1 – 10 µM) in Locke’s-Lösung behandelt. Anschließend wurden 






























Abb. 3.29: Ethyl-3,4-dephostatin schützt hippokampale Neurone vor NMDA-induzierter Apoptose 
in Locke’s-Lösung 
Sechs Stunden vor der Behandlung mit NMDA (10 µM) wurden hippokampale Neurone mit Ethyl-3,4-
dephostatin (0,1 – 10 µM) inkubiert. Vierundzwanzig Stunden später wurden die Zellen fixiert und mit 
Hoechst 33258 angefärbt. Angegeben sind die Mittelwerte der apoptotischen Kerne in Prozent ± S.D. 
aus 4-5 Kulturen pro Gruppe. ***p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle; ##p<0,01 und ###p<0,001 im 





3.3.1.2 Neuroprotektion durch 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin gegen Staurosporin-
duzierte Apoptose 
achdem gezeigt werden konnte, dass Ethyl-3,4-dephostatin vor Staurosporin- und NMDA-
duzierter Apoptose schützt, wurde untersucht, ob auch 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin 
europrotektiv wirkt. Dieses Dephostatin-Derivat hemmt ebenfalls die PTP-1B, wenngleich 




ippokampale Rattenneurone wurden 6 h mit unterschiedlichen Konzentrationen (0,01 – 100  µM) 4-
-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin vorinkubiert und anschließend mit Staurosporin (STS, 200 nM) 
mit Hoechst 33258 wurde der prozentuale Anteil der 
± S.D. aus 4-5 Kulturen pro Gruppe dargestellt. ***p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle; 






(Suzuki et al., 2001). Die Behandlung hippokampaler Neurone mit 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-
dephostatin ergab, dass 1 und 10 µM die am stärksten neuroprotektiv wirksam
Konzentrationen waren (p<0,001). Abbildung 3.30 zeigt die konzentrationsabhängige 
antiapoptotische Wirkung dieses Dephostatin-Derivates gegenüber Staurosporin-induzierter 



































3.3.1.3 Methoxim-3,4-dephostatin schützt nicht vor Staurosporin-induzierter Apoptose 
ethoxim-3,4-dephostatin ist ein nitrosaminfreies Dephostatin-Derivat, welches ebenfalls 
urch eine Hemmung der PTP-1B antidiabetische Eigenschaften besitzt. Es hat 5-fach höhere 
50-Werte hinsichtlich der PTP-1B als Ethyl-3,4-dephostatin (Hiroki et al., 2002). 
ippokampale Kulturen wurden mit dem Dephostatin-Derivat 6 h vorinkubiert und 
 








anschließend 24 h mit Staurosporin (200 nM) geschädigt. Wie in Abbildung 3.31 dargestellt, 
zeigte Methoxim-3,4-dephostatin (0,01 – 100 µM) keine antiapoptotischen Eigenschaften, 
vielmehr konnten bei einer Konzentration von 100 µM geringe neurotoxische Effekte 
festgestellt werden (p<0,05). Ethyl-3,4-dephostatin (1 µM), hier als Positivkontrolle 
eingesetzt, schützte dagegen vor Staurosporin-induzierter Apoptose (42 % apoptotische Kerne 











































































Hippokampale Neurone wurden 6 h mit Methoxim-3,4-dephostatin (MetDPN, 0,01 – 100 µM) oder 
Ethyl-3,4-dephostatin (DPN, 1 µM) behandelt. Nach 24-stündiger Inkubation mit Staurosporin (STS, 
200 nM) wurden die Zellen mit Hoechst 33258 angefärbt. Angegeben ist der prozentuale Anteil der 
Mittelwerte ± S.D. aus 3 unabhängig voneinander durchgeführten Versuchen. *p<0,05; ***p<0,001 





Wie der folgende Versuch belegte, wurden auch gegenüber NMDA-induzierter Apoptose in 
Locke’s Lösung keine neuroprotektiven Effekte für Methoxim-3,4-dephostatin gemessen. Für 
 
Abb. 3.32: Methoxim-3,4-dephostatin schützt nicht vor NMDA-induzierter Apoptose 
Hippokampale Neurone wurden 6 h mit Methoxim-3,4-dephostatin (MetDPN, 0,01 – 100 µM) oder 
Ethyl-3,4-dephostatin (DPN, 1 µM) in Locke’s Lösung behandelt. Nach 24-stündiger Inkubation mit 
DA (10 µM) wurden die Zellen mit Hoechst 33258 angefärbt. Angegeben ist der prozentuale Anteil 
rolle (Varianzanalyse, Scheffé-Test). 
Konzentrationen von 0,01 bis 100 µM waren keine antiapoptotischen Eigenschaften 
feststellbar, im Gegenteil, der PTP-1B-Inhibitor zeigte bei einer Konzentration von 100 µM 
neurotoxische Effekte, so dass nahezu 100 % der Neurone abstarben (Abb. 3.32). Ethyl-3,4-
dephostatin (1 µM), hier als Positivkontrolle eingesetzt, schützte vor NMDA-induzierter 






























































der Mittelwerte ± S.D. aus jeweils 4-5 Kulturen pro Gruppe. ***p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle; 





3.3.2 Dephostatin-Derivate als NO-Donatoren 
 
Die vorausgehenden Versuche zeigten, dass erstens 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin als 
it vergleichsweise hohem IC50-Wert von 101 µM ebenso neuroprotektiv 
, scheint aufgrund der nitrosaminfreien 
truktur hingegen keine NO-Donatoreigenschaften zu besitzen. Um diese Hypothese zu 
prüfen, wurde zunächst die NO-Freisetzung der Dephostatin-Derivate am Institut für 
Pharmazeutische Chemie, Fachbereich Chemie der Universität Hamburg durch Frau Bianca 
Rickerts unter Leitung von Prof. Dr. H.-J. Duchstein gemessen.  
 
 
3.3.2.1 Ethyl-3,4-dephostatin als NO-Donator 
 
 
Im folgenden Experiment wurde auf der Basis einer Chemilumineszenzreaktion zwischen 
Ozon und Stickstoffmonoxid mit Hilfe eines NOA (Nitric oxide analyzer) untersucht, ob und 
wieviel Stickstoffmonoxid aus Ethyl-3,4-dephostatin (Abb. 3.33) freigesetzt werden konnte. 
Hierzu wurde Ethyl-3,4-dephostatin 20 h bei 37˚C unter anaeroben Bedingungen in PBS 
gerührt und anschließend 1 ml der sich über der Reaktionslösung befindlichen Gasphase 
mittels einer Glasspritze in den NO-Analysator (NOA 280) übertragen.   
Abbildung 3.34 zeigt den prozentualen Anteil des freigesetzten Stickstoffmonoxids bezogen 
uf die Gesamt-Stickstoffmonoxidmenge des eingesetzten Ethyl-3,4-dephostatin. Insgesamt 
sansatz 
PTP-1B-Inhibitor m
wirkt wie Ethyl-3,4-dephostatin mit einem IC50-Wert von 3,15 µM, und dass zweitens das 
nitrosaminfreie Methoxim-3,4-dephostatin als Inhibitor der PTP-1B keine neuroprotektiven 
Eigenschaften besaß. Es ist daher unwahrscheinlich, dass der neuroprotektive Effekt der 
Dephostatin-Derivate allein auf eine Hemmung der PTP-1B zurückzuführen ist. Es galt 
vielmehr nach weiteren möglichen Mechanismen der Neuroprotektion durch die Dephostatin-
Derivate zu suchen. Die molekulare Struktur der Dephostatin-Derivate legt die Vermutung 
nahe, dass Ethyl-3,4-Dephostatin und 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin in vivo NO 
freisetzen und dadurch die antiapoptotischen,  neuroprotektiven Eigenschaften vermittelt 
werden. Methoxim-3,4-dephostatin, das keine neuroprotektiven Eigenschaften gegenüber 
NMDA- und Staurosporin-induzierter Apoptose besitzt
S
a
wurden 15,1 % NO aus dem Dephostatin-Derivat freigesetzt. Wurde dem Reaktion
zusätzlich ein Sauerstoffdonator (Iodosobenzen) hinzugefügt, stieg der Anteil des 


































Abb.  3.34: NO-Freisetzung durch Ethyl-3,4-dephostatin 
ie Freisetzung von Stickstoffmonoxid wurde unter anaeroben Bedingungen bei 37˚C erzeugt. Nach 
 
D
Übertragung von 1 ml  der über der Reaktionslösung befindlichen Gasphase in den NOA 280 wurde 
das freigesetzte NO gemessen. Dargestellt ist der prozentuale Anteil des freigesetzten 
Stickstoffmonoxids bezogen auf die Ausgangsmenge des eingesetzten Ethyl-3,4-dephostatins (Et-3,4-
DPN) als Mittelwert ± S.D. aus mindestens 3-4 Messungen. ***p<0,001 im Vergleich zur 




3.3.2.2 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin als NO-Donator 
benso konnte für 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin (Abb. 3.35) eine Stickstoffmonoxid-
gewiesen werden. Der prozentuale 
 
Abb. 3.36: NO-Freisetzung durch 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin und Methoxim-3,4-dephostatin 
 
E
freisetzung mittels chemiluminometrischer Messung nach
Anteil des freigesetzten Stickstoffmonoxids bezogen auf die Gesamt-
Stickstoffmonoxidmenge des eingesetzten Dephostatin-Derivates betrug 5 %. Abbildung 3.36 
zeigt, dass – wie auch schon bei Ethyl-3,4-dephostatin – der prozentuale Anteil des 
freigesetzten Stickstoffmonoxids nach Zugabe des Sauerstoffdonators Iodosobenzen auf 20,8 
% steigt. Dem gegenüber waren für Methoxim-3,4-dephostatin nachweisbar. 
 





























Die Freisetzung von Stickstoffmonoxid wurde unter anaeroben Bedingungen bei 37˚C erzeugt. Nach 
Übertragung von 1 ml  der über der Reaktionslösung befindlichen Gasphase in den NOA 280 wurde 
s freigesetzte NO aus 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin (4-O-Me-Et-3,4-DPN) und Methoxim-3,4-
ephostatin (Met-3,4-DPN) gemessen. Dargestellt ist der prozentuale Anteil des freigesetzten 
Stickstoffmonoxids bezogen auf die Ausgangsmenge des eingesetzten 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-
dephostatins als Mittelwert ± S.D. aus mindestens 3-4 Messungen. ***p<0,001 im Vergleich zur 




3.3.2.3 Methoxim-3,4-dephostatin setzt kein NO frei 
 
achdem in vorhergehenden Versuchen eine Stickstoffmonoxidfreisetzung aus Ethyl-3,4-
 NOA 280 gemessen werden 
konnte (Abb. 3.34, 3.36), ergab die chemiluminometrische Messung für Methoxim-3,4-
dephostatin (Abb. 3.37) keine Freisetzung von Stickstoffmonoxid (Abb. 3.36). Auch nach 
Zugabe des Sauerstoffdonators Iodosobenzen konnte für dieses Dephostatin-Derivat nur 





















3.3.3 Erhöhung des Phosphorylierungsgrades des hochaffinen NGF-
Rezeptors TrkA nach Behandlung mit Dephostatin-Derivaten 
ie schon in der Einleitung beschrieben, kann Stickstoffmonoxid über Aktivierung und 
ektiv wirken. Ein Mechanismus 
3.3.3.1 Ethyl-3,4-dephostatin erhöht den Phosphorylierungsgrad von Tyrosinresten 
 
Nach Behandlung von hippokampalen Neuronen der Ratte mit Ethyl-3,4-dephostatin (1 µM) 
zeigte sich eine transiente, also vorübergehende Steigerung des Phosphorylierungsgrades an 
Tyrosinresten. Hierzu wurden die Kulturen unterschiedlich lange mit dem PTP-Inhibitor und 
NO-Donator vorinkubiert und anschließend mittels Immunzytochemie am konfokalen 
Fluoreszenz-Laserscanning-Mikroskop vermessen. In Abbildung 3.38 ist zu sehen, dass eine 
Steigerung der Tyrosinphosphorylierung nach 30 min zu verzeichnen ist und nach 1 h wieder 
abnimmt. Nach einer Vorbehandlungszeit von 3 h war keine verstärkte 















Inhibierung verschiedener Signaltransduktionswege neuroprot
der diskutiert wird, ist die NO-vermittelte Inhibierung von Protein-Tyrosin-Phosphatasen 
(Caselli et al., 1994; Callsen et al., 1999). Im folgenden wurde untersucht, welche Rolle die 
PTP-Inhibitoren und NO-Donatoren Ethyl-3,4-dephostatin und 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-
dephostatin hinsichtlich der verstärkten Phosphorylierung des hochaffinen NGF-Rezeptors 












ierung nach Behandlung mit Ethyl-3,4-dephostatin (1 µM) für unterschiedliche 
ehandlungszeiten (10 min – 3 h). Als Negativ sind die Aufnahmen bezeichnet, bei denen während der 
munzytochemie der Primärantikörper weggelassen wurde. Kontrollen sind mit Vehikel (H2O) 
Negativ  Kontrolle 10 min
30 min  1 h 3 h
Abb. 3.38: Transiente Phosphorylierung von Tyrosinresten nach Behandlung mit Ethyl-3,4-
dephostatin 














3.3.3.2 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin erhöht den Phosphorylierungsgrad von 
Tyrosinresten 
 
Gleiche Effekte ließen sich nach Behandlung hippokampaler Neurone mit 4-O-Methyl-Ethyl-
3,4-dephostatin messen. Nach Behandlung mit dem PTP-Inhibitor und gleichzeitigem NO-
Donator konnte immunzytochemisch eine transiente Steigerung der Tyrosinphosphorylierung 




ippokampalen Neuronen durch 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin (1 µM). Eine Steigerung der 
hosphorylierung konnte 10 bis 30 min nach Inkubation mit dem NO-Donator mittels Fluoreszenz-
iveau 
die Aufnahmen bezeichnet, bei denen während der Immunzytochemie 
Negativ Kontrolle 10 min 
30 min 1 h  3 h 
 
Abb. 3.39: Transiente Phosphorylierung von Tyrosinresten nach Behandlung mit 4-O-Methyl-
Ethyl-3,4-dephostatin  




Laserscanning-Mikroskopie nachgewiesen werden, während nach 1 h wieder das Kontrolln
erreicht wurde. Als Negativ sind 
der Primärantikörper weggelassen wurde. Kontrollen sind mit Vehikel (DMSO) anstatt mit 4-O-




3.3.3.3 Ethyl-3,4-dephostatin-vermittelte TrkA-Phosphorylierung in hippokampalen 
Neuronen 
 
Nachdem ein Anstieg der Tyrosinphosphorylierung nach Behandlung mit Ethyl-3,4-
dephostatin gemessen werden konnte, sollte als nächstes der Einfluss auf die TrkA-
hosphorylierung getestet werden. Hierzu wurden hippokampale Rattenkulturen mit dem 
ephostatin-Derivat (1 µM) inkubiert und anschließend der Zeitverlauf mittels der 
munoblotanalyse detektiert. Bereits 5 min nach Inkubation konnte eine Erhöhung der 
rkA-Phosphorylierung gemessen werden, die nach 60 min wieder abnahm und 180 min nach 
ehandlung wieder das Kontrollniveau erreichte (Abb. 3.40).  
bb. 3.40: Phosphorylierung des hochaffinen NGF-Rezeptors TrkA nach Ethyl-3,4-dephostatin-
er Immunoblotanalyse aus Proteinextrakten von 
ippokampalen Rattenneuronen 5 bis 60 min nach der Inkubation mit Ethyl-3,4-dephostatin (DPN, 1 
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Aufnahmen mit dem konfokalen Fluoreszenz-Laserscanning-Mikroskop bestätigen das 
Ergebnis des Western Blots (Abb. 3.40). Hippokampale Neurone wurden mit Ethyl-3,4-
Dephostatin (1 µM) vorbehandelt, so dass anschließend der Zeitverlauf der TrkA-
Phosphorylierung immunzytochemisch nachgewiesen werden konnte. Abbildung 3.41 zeigt 










die transiente Phosphorylierung von TrkA n
 
Negativ  Kontrolle 5 min
10 min  1 h 3 h
3.41: Transiente TrkA-Phosphorylierung in hippokampalen Rattenzellen nach Behandlung 
mit Ethyl-3,4-dephostatin 
mit dem Fluoreszenz-Laserscanning-Mikroskop zeigen eine verstärkte TrkA-
Phosphorylierung nach Behandlung mit Ethyl-3,4-dephostatin (1 µM) für unterschiedliche 
Behandlungszeiten (5 min – 3 h). Als Negativ sind die Aufnahmen bezeichnet, bei denen während 
Immunzytochemie der Primärantikörper weggelassen wurde. Kontrollen sind mit Vehikel 
anstatt Ethyl-3,4-dephostatin behandelt worden. 
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3.3.3.4 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin-vermittelte TrkA-Phosphorylierung in hippo-




3.3.4 Aktivierung des PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktionsweges vermittelt 
die neuroprotektive Wirkung von Ethyl-3,4-dephostatin 
 
Wie gezeigt werden konnte, führt eine Behandlung mit den Dephostatin-Derivaten Ethyl-3,4-
dephostatin und 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin zu einer Aktivierung des hochaffinen 
NGF-Rezeptors TrkA. In folgenden Experimenten sollte daher untersucht werden, ob durch 





In einer weiteren Studie wurde der Einfluss auf die TrkA-Phosphorylierung nach Behandlung 
mit 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin (1 µM) untersucht. Immunoblotanalysen aus 
Proteinextrakten von hippokampalen Neuronen zeigen eine transiente Phosphorylierung des 
TrkA-Rezeptors nach Behandlung mit dem NO-Donator bzw. PTP-Inhibitor (Abb. 3.42). 
 
              4-0-Me-Et-3,4
 
Abb. 3.42: Transiente TrkA-Phosphorylierung in hippokampalen Rattenzellen nach Behandlung 
mit 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin 
Rattenneurone wurden mit 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin (1 µM) behandelt (5 – 360 min). 
Phospho-TrkA wurde anschließend durch die Western Blot Methode detektiert. Eine Steigerung der 
TrkA-Phosphorylierung wurde innerhalb von 5 min bis 60 min nach
-DPN  
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Signaltransduktionsweg aktiviert wird und an den neuroprotektiven Effekten von Ethyl-3,4-
dephostatin b
100_____________________________________________________________________3 Ergebnisse 
3.3.4.1 Ethyl-3,4-dephostatin-vermittelte Akt-Phosphorylierung in hippokampalen 
Neuronen 
 
Zunächst wurde mittels immunzytochemischer Analyse die Phosphorylierung von Akt nach 
it Ethyl-3,4-dephostatin (10 µM) untersucht. Aufnahmen mit dem Fluoreszenz-
te Phosphorylierung von Akt nach Inkubation 
it Ethyl-3,4-dephostatin (Abb. 3.43). Bereits nach 10-minütiger Behandlung erfolgte eine 







Laserscanning-Mikroskop zeigen eine transien
m
erhöhte Phosphorylierung, die bis 1 h nach E
Inkubation (6 h) war keine verstärkte Akt-Phosphorylierung m
 
Negativ  Kontrolle 10 min
30 min  1 h 6 h
 
Abb. 3.43: Transiente Phosphorylierung von Akt in hippokampalen Neuronen nach Behandlung 
mit Ethyl-3,4-dephostatin 
Transiente Phosphorylierung von Akt wurde mittels Fluoreszenz-Laserscanning-Mikroskopie in 
hippokampalen Neuronen nach Behandlung mit Ethyl-3,4-dephostatin (10 µM) gemessen. Eine 
Steigerung der Phosphorylierung konnte innerhalb von 10 min nach Inkubation mit dem PTP-
Inhibitor bzw. NO-Donator nachgewiesen werden. Nach 6 h nahm der phospho-Akt Gehalt wieder 
auf das Kontrollniveau ab. Negativkontrollen wurden unter Weglassen des Primärantikörpers 
vermessen. Kontrollen wurden mit Vehikel (DMSO) anstatt Ethyl-3,4-dephostatin behandelt. 
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.3.4.2 Beteiligung der PI3-Kinase an Ethyl-3,4-dephostatin-induzierten neuro-
 Erhöhung der Akt-Phosphorylierung nach 
kubation mit Ethyl-3,4-dephostatin, die durch Vorbehandlung mit Wortmannin blockiert 
urde.  
 
hemmt die Ethyl-3,4-dephostatin-induzierte Akt-




Mit Hilfe der Western Blot Methode wurde untersucht, ob die PI3-Kinase für die Ethyl-3,4-
dephostatin-vermittelte Aktivierung von Akt verantwortlich ist. Hippokampale Neurone 
wurden vor der Behandlung mit Ethyl-3,4-dephostatin (1 µM, 5 – 60 min) mit dem PI3-K-
Inhibitor Wortmannin (20 nM, 1 h) vorbehandelt. Immunoblotanalysen (Abb. 3.44) von den 
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  α-Tubulin 
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Abb. 3.44: Der PI3-Kinase-Inhibitor Wortmannin 
Phosphorylierung 
Mittels der Immunoblotanalyse aus hippokampalen Proteinextrakten konnte eine erhöhte Akt-
Phosphorylierung von hippokampalen 
dephostatin (DPN, 1 µM) nachgewiesen werden. Der Effekt wurde nach Vorbehandlung mit dem PI3-
K-Inhibitor Wortmannin (WM, 20 nM, 1 h) aufgehoben. Mit Hilfe der anti.Akt- und -α-Tubulin-




Wie der folgende Versuch belegte, konnte eine Beteiligung der PI3-Kinase an Ethyl-3,4-
 mit dem NO-Donator 
schließend einer Exposition mit Staurosporin 
(24 % apoptotische Kerne im Vergleich zu 23 % in der Kontrolle). 
 
Abb. 3.45: Der PI3-Kinase-Inhibitor Wortmannin hemmt die neuroprotektiven Effekte von Ethyl-
3,4-dephostatin 
Hippokampale Neurone wurden 1 h mit dem PI3-Kinase-Inhibitor Wortmannin (20 nM) vorbehandelt, 
sechs Stunden mit Ethyl-3,4-dephostatin (DPN, 1 µM) und anschließend mit Staurosporin (STS, 200 
nM) inkubiert. Nach Färbung mit Hoechst 33258 wurde der prozentuale Anteil an apoptotischen 
Kernen als Mittelwert ± S.D. aus 4-5 Kulturen je Gruppe angegeben. ***p<0,001 im Vergleich zur 
Kontrolle; ##p<0,01 im Vergleich zur Staurosporinkontrolle; +++p<0,01 im Vergleich zu den mit Ethyl-
3,4-dephostatin  und Staurosporin behandelten Zellen (Varianzanalyse, Scheffé-Test). 
dephostatin-vermittelter Neuroprotektion gemessen werden. Hippokampale Neurone wurden 
hierzu mit dem PI3-K-Inhibitor Wortmannin (20 nM) vorbehandelt,
bzw. PTP-1B-Inhibitor inkubiert (1 µM) und an
(200 nM) ausgesetzt. Wie schon in vorhergehenden Versuchen gezeigt, blockierte Ethyl-3,4-
dephostatin die Staurosporin-induzierte Apoptose (38 % apoptotische Kerne im Vergleich zu 
50 % in der Staurosporinkontrolle, Abb. 3.45). Die Hemmung der PI3-Kinaseaktivität durch 
Wortmannin hob die neuroprotektive Wirkung von Ethyl-3,4-dephostatin auf (53 % 
apoptotische Kerne, p<0,001). Wortmannin dagegen führte zu keiner signifikanten 






















































3.3.5 Aktivierung des MEK/Erk1/2-Signaltransduktionsweges vermittelt 
die neuroprotektive Wirkung von Ethyl-3,4-dephostatin 
 
In früheren Experimenten konnte eine Beteiligung des PI3-K/Akt Signaltransduktionsweges 
an Ethyl-3,4-dephostatin-vermittelter Neuroprotektion nachgewiesen werden. Bislang liegen 
aber noch keine Studien über den Einfluss des Dephostatin-Derivats auf die MEK oder die 
MAPK Erk1 und Erk2 vor. Um die Beteiligung der MEK/MAPK an der durch Ethyl-3,4-




3.3.5.1 Ethyl-3,4-dephostatin-vermittelte Erk1- und Erk2-Phosphorylierung in hippo-
kampalen Neuronen 
 
Um obige These zu untersuchen, wurden hippokampale Rattenneurone immunzytochemisch 
nach Behandlung mit Ethyl-3,4-dephostatin (1 µM) untersucht. Hierzu wurden die Kulturen 
mit dem NO-Donator inkubiert und die Fluoreszenz des sekundären Antikörpers vermessen. 
Die Auswertung mit dem Fluoreszenz-Laserscanning-Mikroskop ergab eine transiente 
Phosphorylierung von Akt. Der Anstieg der Phosphorylierung war bereits nach 10 min 




















Control Negativ Kontrolle 10 min 
 
Abb. 
erden, während nach 6 h wieder das Kontrollniveau erreicht wurde. Als Negativ sind die Aufnahmen 
30 min 1 h 6 h 
3.46: Transiente Erk1/2-Phosphorylierung in hippokampalen Neuronen nach Behandlung mit 
Ethyl-3,4-dephostatin 
Immunzytochemische Analysen zeigen die transiente Phosphorylierung von Erk1/2 in hippokampalen 
Neuronen durch Ethyl-3,4-dephostatin (1 µM). Ein Anstieg der Phosphorylierung konnte 30 min nach 
Inkubation mit dem NO-Donator mittels Fluoreszenz-Laserscanning-Mikroskopie nachgewiesen 
w
bezeichnet, bei denen während der Immunzytochemie der Primärantikörper weggelassen wurde. 











3.3.5.2 Beteiligung der MEK an Ethyl-3,4-dephostatin-vermittelten neuroprotektiven 
Effekten 
 
Erk1/2 wurde durch die Behandlung mit Ethyl-3,4-dephostatin transient erhöht. Zur 
Überprüfung der Bedeutung einer verstärkten Erk1/2-Phosphorylierung für den 
neuroprotektiven Effekt von Ethyl-3,4-dephostatin wurden hippokampale Rattenneurone 1 h 
mit dem MEK-Inhibitor UO126 (20 µM) behandelt. Nach anschließender 6-stündiger 
Inkubation mit Ethyl-3,4-dephostatin (1 µM) und Behandlung mit STS (200 nM) wurden die 
Zellen mit Hoechst angefärbt. In Abbildung 3.47 ist zu sehen, dass UO126 die 
neuroprotektive Wirkung von Ethyl-3,4-dephostatin gegenüber Staurosporin-induzierter 
poptose signifikant aufhebt (p<0,001). 
<0,001 im Vergleich zur 
taurosporinkontrolle; +++p<0,001 im Vergleich zu den mit Ethyl-3,4-dephostatin und Staurosporin 























































Abb. 3.47: Der MEK-Inhibitor UO126 hemmt die neuroprotektiven Effekte von Ethyl-3,4-
dephostatin 
Der Inhibitor UO126 (20 µM) wurde 1 h vor der Behandlung der hippokampalen Neurone mit Ethyl-
3,4-dephostatin (DPN, 1 µM) zugegeben. Nach 6 h wurden die Zellen 24 h mit Staurosporin (STS, 200 
nM) inkubiert, anschließend fixiert und mit Hoechst 33258 angefärbt. Dargestellt ist der prozentuale 
Anteil an apoptotischen Kernen als Mittelwert ± S.D. aus 2 voneinander unabhängig durchgeführten 




3.3.6 Beteiligung der löslichen Guanylatcyclase an Ethyl-3,4-dephostatin-
und 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin-vermittelter Neuroprotektion  
 
Barsacchi et al. (2002) beschreiben in ihren Experimenten eine Freisetzung von cGMP durch 
Stickstoffmonoxid mit nachfolgenden antiapoptotischen Eigenschaften durch Hemmung der 
Sphingomyelinase. Dies ist nur ein Beispiel für die neuroprotektive Wirkung von NO. 
Stickstoffmonoxid führt zu einer Freisetzung von cGMP nach Aktivierung der löslichen 
Guanylatcyclase (Fiscus, 2002). Durch die Freisetzung von cGMP kommt es schließlich zu 
einer Aktivierung der Proteinkinase G, die ihrerseits über eine Aktivierung verschiedener 
Proteine wie z.B. Bcl-2 (Tejedo et al., 2001) oder CREB (Ciani et al., 2002), Inaktivierung 
on z.B. Caspasen (Kim et al. 1999) oder Hemmung der Cytochrom C-Freisetzung (Kim et 
al., 1999) zu neuroprotektiven Effekten führt. Schon in niedrigen Konzentrationen vermag 
Stickstoffmonoxid diese Signaltransduktionswege zu aktivieren (Davis et al., 2001).  
 
 
3.3.6.1 Hemmung der Ethyl-3,4-dephostatin-vermittelten Neuroprotektion durch ODQ 
 
Um den Einfluss dieser Kaskade auf die Ethyl-3,4-dephostatin-vermittelte Neuroprotektion in 
hippokampalen Neuronen zu untersuchen, wurden die Kulturen 1 h mit dem Inhibitor der sGC 
– 1-H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-on (ODQ; 20 µM) – vorbehandelt. Nach 
Inkubation mit Ethyl-3,4-dephostatin (1 µM) und anschließender Exposition mit Staurosporin 
(200 nM) zeigte die Auswertung (Abb. 3.48), dass der sGC-Inhibitor die antiapoptotische 
Wirkung von Ethyl-3,4-dephostatin aufzuheben vermochte und selbst zu keiner Schädigung 
der Neurone führte. Als Kontrolle wurden die Zellen mit dem synthetischen cGMP-Analogon 
8-Br-cGMP (100 pM) behandelt, das einerseits membrangängig ist (Sugawa et al., 1993; 
Ward et al., 1992) und andererseits schlechter durch die cGMP-abhängige-Phosphodiesterase 
bgebaut werden kann (Butt et al., 1992). Die Versuche wurden durchgeführt, um die cGMP-

















































































Abb. 3.48: Beteiligung der sGC an Ethyl-3,4-dephostatin-vermittelter Neuroprotektion 
er sGC-Inhibitor ODQ (20 µM) wurde 1 h vor der Behandlung mit Ethyl-3,4-dephostatin (DPN, 1 
M) zu hippokampalen Neuronen gegeben. Nach 6-stündiger Behandlung mit Ethyl-3,4-dephostatin 
nd 24-stündiger Exposition mit Staurosporin (STS, 200 nM) wurden die Zellen mit Hoechst 33258 
efärbt. Die Auswertung zeigt den prozentualen Anteil an apoptotischen Kernen ± S.D. aus jeweils 4-5 
ulturen pro Gruppe. ***p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle; ###p<0,001 im Vergleich zur 
taurosporinkontrolle; +++p<0,001 im Vergleich zu den mit Ethyl-3,4-dephostatin und Staurosporin 














3.3.6.2 Hemmung der 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin-vermittelten Neuroprotektion 
urch ODQ 
achdem im vorherigen Versuch die Beteiligung von cGMP an der durch Ethyl-3,4-
dephostatin-vermittelten Neuroprotektion festgestellt werden konnte, sollte im folgenden 
Experiment der Einfluss von cGMP auf 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin-vermittelte 
Neuroprotektion untersucht werden. 
Hierzu wurden hippokampale Neurone mit ODQ (20 µM) vorbehandelt und anschließend mit 
4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin (1 und 10 µM) inkubiert. Wie Abbildung 3.49 zeigt, 
wurden die antiapoptotischen und somit neuroprotektiven Eigenschaften des NO-Donators 
bzw. PTP-1B-Inhibitors gegen Staurosporin-induzierte Apoptose signifikant (p<0,001) 
aufgehoben. 
bb. 3.49: Beteiligung der sGC an 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin-vermittelter Neuroprotektion 
ippokampale, embryonale Neuronenkulturen wurden 1 h mit dem sGC-Inhibitor ODQ (20 µM) 
mit 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin (4-O-DPN, 1 und 10 µM) 
Staurosporin (STS, 200 nM) wurden die Zellen mit 
oechst 33258 angefärbt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil an apoptotischen Kernen als 
ittelwert ± S.D. aus jeweils 4-5 Kulturen pro Gruppe. ***p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle; 
#p<0,001 im Vergleich zur Staurosporinkontrolle; +++p<0,001 im Vergleich zu den mit Ethyl-3,4-











































































behandelt und anschließend 6 h 






3.4 Mechanismen der NO-vermittelten Neuroprotektion in 
hippokampalen Neuronen 
 
Literaturberichten zu Folge kann Stickstoffmonoxid sowohl neuronalen Zelltod induzieren als 
auch neuroprotektive Effekte vermitteln. Die hierfür diskutierten Mechanismen sind sehr 
vielfältig. Neurotoxizität wird z. B. über p53-vermittelter DNA-Fragmentierung (Messmer 
und Bruene, 1996), wohingegen die neuroprotektiven Eigenschaften über eine 
Caspasehemmung (Kim et al., 1997, 1999) oder Aktivierung der Proteinkinase G (Fiscus, 
2002) induziert werden.  
 
 
3.4.1 SNAP-vermittelte neuroprotektive Effekte 
 
S-Nitroso-N-Acetylpenicillamin (SNAP) ist ein Stickstoffmonoxiddonator und besitzt  im 
Vergleich zu anderen NO-Donatoren wie Spermin NONOate, SNP oder SIN-1 eine sehr hohe 
Halbwertszeit von ca. 37 h und kann somit ideal auch über längere Zeiträume in 




















Zur Bestätigung der NO-vermittelten Neuroprotektion mittels der Dephostatin-Derivate 
wurden hippokampale Rattenkulturen 6 h mit SNAP in unterschiedlichen Konzentrationen 
mit Staurosporin (200 nM) geschädigt. 
zu untersuchen, wurden embryonale, hippokampale 
eurone 6 h mit dem NO-Donator inkubiert und anschließend mit Staurosporin (STS, 200 nM) 
ehandelt. Vierundzwanzig Stunden später wurden die Zellen fixiert und mit Hoechst 33258 angefärbt. 
argestellt sind die Mittelwerte der apoptotischen Kerne in Prozent ± S.D. aus jeweils 4-5 Kulturen 
ro Gruppe. ***p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle; #<p0,05, ##p<0,01 und ###p<0,001 im Vergleich 
ur Staurosporinkontrolle (Varianzanalyse, Scheffé-Test). 
(0,01 – 100 µM) inkubiert und anschließend 24 h 
Staurosporin führte zu einem Anstieg an apoptotischen Zellkernen von 23 % in der Kontrolle 
auf 61 % nach Schädigung (Abb. 3.51). Der prozentuale Anteil an apoptotischen Kernen nach 
Behandlung mit SNAP blieb für den Konzentrationsbereich von 0,01 – 10 µM unverändert, 
wohingegen bei einer Konzentration von 100 µM signifikante, neurotoxische Effekte 
auftraten. Bei der gleichzeitigen Exposition mit Staurosporin konnten für SNAP 
konzentrationsabhängige, antiapoptotische und somit neuroprotektive Eigenschaften 
nachgewiesen werden. Konzentrationen von 1 und 10 µM blockierten am effektivsten 
(p<0,001) die Staurosporin-induzierte Apoptose.  
 
 
Abb. 3.51: Konzentrationsabhängige Hemmung der Staurosporin-induzierten Apoptose durch den 
NO-Donator SNAP 


































3.4.2 Erhöhung des Phosphorylierungsgrades des hochaffinen NGF-
ezeptors TrkA durch SNAP 
it Hilfe des NO-Donators SNAP sollte immunzytochemisch der Frage nachgegangen 
erden, welchen Einfluss Stickstoffmonoxid auf den Phosphorylierungsgrad des NGF-
Rezeptors TrkA besitzt. Hierzu wurden hippokampale Neurone mit SNAP (1 µM) inkubiert, 
nach unterschiedlichen Behandlungszeiten fixiert und anschließend immunzytochemisch 
untersucht. Hierbei wurde festgestellt, dass NO zu einem transienten Anstieg der TrkA-
Phosphorylierung führt: Bereits nach 10 min war eine verstärkte Phosphorylierung 





essungen mit dem Fluoreszenz-Laserscanning-Mikroskop zeigen eine verstärkte TrkA-
hosphorylierung nach Vorbehandlung mit dem NO-Donator SNAP (1 µM) für unterschiedliche 
ehandlungszeiten (10 min – 3 h). Als Negativ sind die Aufnahmen bezeichnet, bei denen während der 
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Bestätigt wurde dieses durch Immunoblotanalyse von Proteinextrakten aus hippokampalen 
Neuronen. Abbildung 3.53 zeigt den Anstieg der TrkA-Phosphorylierung nach 15-minütiger 
Behandlung mit SNAP (1 µM), der auch noch nach einer Behandlungsdauer von 60 min zu 
 
Abb. 3.53: Phosphorylierung des hochaffinen NGF-Rezeptors TrkA durch SNAP 
Hippokampale Rattenneurone wurden mit SNAP (1 µM) behandelt (15 und 60 min). Phospho-TrkA 
urde anschließend mittels Western-Blot-Methode detektiert. Eine Steigerung der TrkA-
detektieren war. Die Detektion von α-Tubulin diente der Kontrolle der gleichmäßigen 
Proteinbeladung. 
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3.4.3 Aktivierung des PI3-Kinase/Akt-Signaltransduktionsweges vermittelt 
die neuroprotektive Wirkung von SNAP 
 
.4.3.1 SNAP-vermittelte Akt-Phosphorylierung in hippokampalen Neuronen 
m obige These zu untersuchen, wurde eine Immunoblotanalyse von Proteinextrakten aus 
palen Neuronen nach Behandlung mit dem NO-Donator SNAP (1 µM) 
sphorylierung nach 30-minütiger 
M) behandelt (10 min – 6 h). Transiente Akt-
konnte anschließend durch die Immunoblotanalyse detektiert werden. Eine 
teigerung der Phosphorylierung wurde innerhalb von 30 min bis 180 min nach Exposition mit dem 
O-Donator gemessen. Die Detektion von α-Tubulin diente der Kontrolle der gleichmäßigen 
roteinbeladung. 
In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob aufgrund der SNAP-induzierten 
Phosphorylierung und nachfolgenden Aktivierung des TrkA-Rezeptors auch der PI3-
Kinase/Akt-Signalweg aktiviert wird, und ob durch diese Aktivierung die SNAP-vermittelten 







durchgeführt. Abbildung 3.54 zeigt den Anstieg der Akt-Pho
Behandlung. Nach einer Inkubationszeit von 3 h nahm die Phosphorylierung wieder ab und 
bei Behandlungszeiten von 6 h war keine verstärkte Akt-Phosphorylierung mehr zu sehen. 
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Abb. 3. 54: Transiente Akt-Phosphorylierung durch SNAP 






Ein Anstieg der Akt-Phosphorylierung nach SNAP-Behandlung konnte immunzytochemisch 
bestätigt werden. Hierzu wurden die Kulturen mit dem NO-Donator (1 µM) behandelt und die 
Akt-Phosphorylierung nach den angegebenen Behandlungszeiten im Fluoreszenz-
Laserscanning-Mikroskop vermessen. Die Auswertung ergab eine transiente 
Phosphorylierung von Akt. Der Anstieg der Phosphorylierung war bereits nach 10 min 
detektierbar. Nach 1 h war eine Abnahme zu verzeichnen, das Kontrollniveau wurde jedoch 
erst nach 3 h erreicht. Abbildung 3.55 zeigt die transiente Erk1/2-Phosphorylierung. 
   
Negativ      Kontrolle  10 min  
30 min      1 h  3 h  
 
Abbildung 3.55: Transiente Akt-Phosphorylierung in hippokampalen Neuronen nach SNAP-
Behandlung 
Transiente Phosphorylierung von Akt wurde mittels Fluoreszenz-Laserscanning-Mikroskopie in 
hippokampalen Neuronen nach Behandlung mit SNAP (1 µM) gemessen. Ein Anstieg der 
hosphorylierung konnte innerhalb von 10 min nach Inkubation mit dem NO-Donator nachgewiesen 
erden. Nach 1 h nahm der phospho-Akt-Gehalt ab und nach 3 h wurde wieder das Kontrollniveau 
MSO) anstatt SNAP behandelt. 
P
w
erreicht. Negativkontrollen wurden unter Weglassen des Primärantikörpers vermessen. Kontrollen 






3.4.3.2 Beteiligung der PI3-Kinase an SNAP-vermittelten neuroprotektiven Effekten 
 
Nachdem eine transiente Phosphorylierung von Akt durch SNAP festgestellt werden konnte, 
sollte in einem weiteren Experiment die Beteiligung der PI3-K, die nach Aktivierung durch 
TrkA unmittelbar Akt phosphoryliert, an der SNAP-vermittelten Neuroprotektion überprüft 
der Neurone (21 % apoptotische Neurone im Vergleich zu 20 % in der 
ontrollgruppe). 
bb.3.56: Der PI3-K-Inhibitor Wortmannin hemmt die neuroprotektive Wirkung von SNAP 
werden.  
Hippokampale Neuronenkulturen wurden 1 h mit dem PI3-K-Inhibitor Wortmannin (20 nM) 
behandelt. Nach 6-stündiger Inkubation mit SNAP (10 µM) und einer 24-stündigen 
Exposition mit Staurosporin (200 nM) wurden die Zellen mit Hoechst angefärbt. Die 
Auswertung zeigte eine SNAP-vermittelte Neuroprotektion (41 % apoptotische Kerne im 
Vergleich zu 55 % in der Staurosporinkontrolle, Abb. 3.56), die durch die Vorbehandlung mit 























































Der PI3-K-Inhibitor Wortmannin (WM, 20 nM) wurde 1 h vor der Behandlung der hippokampalen 
Neurone mit SNAP (1 µM) zugegeben. Nach 6 h wurden die Zellen 24 h mit Staurosporin (STS, 200 
nM) inkubiert, anschließend fixiert und mit Hoechst 33258 angefärbt. Der prozentuale Anteil an 
apoptotischen Kernen wurde bestimmt und als Mittelwert ± S.D. aus 2 voneinander unabhängig 
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durchgeführten Versuchen angegeben. ***p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle; ###p<0,001 im 
Vergleich zur Staurosporinkontrolle; ++p<0,01 im Vergleich zu den mit SNAP und Staurosporin 
ehandelten Zellen (Varianzanalyse, Scheffé-Test). 
.4.4 Aktivierung der MAP-Kinasen Erk1 und Erk2 vermittelt die 
3.4.4.1 SNAP-vermittelte Erk1/2-Phosphorylierung in hippokampalen Neuronen 
 
Mit Hilfe immunzytochemischer Analysen wurde die Phosphorylierung von Erk1/2 nach 
Behandlung mit SNAP untersucht. Aufnahmen mit dem Fluoreszenz-Laserscanning-
Mikroskop zeigen eine Erhöhung der Phosphorylierung von Erk1/2 nach Inkubation mit dem 
NO-Donator (1 µM) nach 10 min bis 1 h Behandlungsdauer (Abb. 3.57). Nach länger 
andauernden Inkubationszeiten mit SNAP (6 h) war keine verstärkte Erk1/2-













neuroprotektive Wirkung von SNAP 
 
Um die Rolle der MAPK Erk1 und Erk2 an der SNAP-vermittelten Neuroprotektion zu 
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Abb. 3.57: Transiente Erk1/2-Phosphorylierung in hippokampalen Neuronen nach SNAP-
Behandlung  
Immunzytochemische Analysen zeigen die transiente Phosphorylierung von Erk1/2 in hippokampalen 
Neuronen durch SNAP (1 µM). Eine Steigerung der Phosphorylierung konnte 10 min bis 1 h nach 
Inkubation mit dem NO-Donator mittels Fluoreszenz-Laserscanning-Mikroskopie nachgewiesen 
werden, während nach 6 h wieder das Kontrollniveau erreicht wurde. Als Negativ sind die Aufnahmen 
bezeichnet, bei denen während der Immunzytochemie der Primärantikörper weggelassen wurde. 








3.4.4.2 Beteiligung der MEK an SNAP-vermittelten neuroprotektiven Effekten 
 
Der Stickstoffmonoxiddonator erhöhte transient die Phosphorylierung von Erk1/2. Es stellte 
sich daraufhin die Frage, ob die MEK – die ihrerseits nach Phosphorylierung und daraus 
folgender Aktivierung für eine Phosphorylierung von Erk1 und Erk2 verantwortlich ist – in 
den Prozess der durch SNAP-induzierten Neuroprotektion beteiligt ist. 
Immunoblotanalysen von Proteinextrakten aus hippokampalen Rattenneuronen bestätigen die 
Beteiligung der MEK an der Phosphorylierung der MAPK Erk1 und Erk2 und der hierdurch 
vermittelten Neuroprotektion durch Orthovanadat. Hierzu wurden die Kulturen 15 
beziehungsweise 60 min mit SNAP (1 µM) behandelt. Vorbehandlung der Neurone mit dem 
MEK-Inhibitor UO126 (20 µM, 1 h) blockierte bzw. verminderte dagegen die durch SNAP-
induzierte Phosphorylierung von Erk1 und Erk2. Erk1 und Erk2 wurden nicht reguliert (Abb. 
3.58). Die Detektion von α-Tubulin diente der Kontrolle der gleichmäßigen Proteinbeladung. 
 Behandlung mit SNAP (1 µM) nachgewiesen 
erden. Präinkubation mit dem MEK-Inhibitor UO126 (20 µM, 1 h) blockierte die Phosphorylierung 
er MAPK. Eine Regulation von Erk1 und Erk2 wurde hingegen nicht nachgewiesen. Identische α-










































Abb.3.58: Der MEK-Inhibitor UO126 hemmt die SNAP-induzierte Phosphorylierung von Erk1 und 
Erk2 
Mittels der Immunoblotanalyse von Proteinextrakten aus hippokampalen Rattenneuronen konnte eine 




Um die Beteiligung der MEK an der SNAP-vermittelten Neuroprotektion zu untersuchen, 
urden hippokampale Neurone 1 h mit dem MEK-Inhibitor UO126 (20 µM) vorbehandelt 
rin 
uzierten neuroprotektiven Effekte signifikant (p<0,001). UO126 bewirkte dagegen 
 
Abb. 3.59: Der MEK-Inhibitor UO126 hemmt die neuroprotektive Wirkung von SNAP 
Hippokampale Neurone wurden 1 h mit dem MEK-Inhibitor UO126 (20 µM) vorbehandelt und 
anschließend 6 h mit dem NO-Donator SNAP inkubiert. Nach 24-stündiger Behandlung mit 
Staurosporin (STS, 200 nM) erfolgte die Anfärbung der Neurone mit Hoechst 33258. Dargestellt ist 
der prozentuale Anteil an apoptotischen Kernen als Mittelwert ± S.D. aus jeweils 4-5 Kulturen pro 
Gruppe. ***p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle; ###p<0,001 im Vergleich zur Staurosporinkontrolle; 
+++p<0,001 im Vergleich zu den mit SNAP und Staurosporin behandelten Zellen (Varianzanalyse, 
cheffé-Test). 
w
und anschließend 6 h mit SNAP inkubiert. Nach 24-stündiger Exposition mit Staurospo
(200 nM) konnte eine Verminderung des prozentualen Anteils an apoptotischen Kernen von 
55 % in der Staurosporinkontrolle auf 41 % nach Vorinkubation mit SNAP festgestellt 
werden (Abb. 3.59). Durch eine Vorbehandlung mit UO126 verringerten sich die durch 
SNAP-ind






























































3.4.5 Beteiligung der Guanylatcyclase an SNAP-vermittelter Neuro-
protektion  
 
Um den Einfluss des unter Kapitel 3.3.6 beschriebenen NO/sGC/cGMP-Signalweges auf die 
SNAP-vermittelte Neuroprotektion in hippokampalen Neuronen zu untersuchen, wurden die 
ulturen 1 h mit einem Inhibitor der sGC, ODQ (20 µM), inkubiert. ODQ oxidiert die sGC 
reversibel und unterdrückt somit die cGMP-Produktion (Bellamy und Garthwaite, 2002). 
zeigt, dass der sGC-Inhibitor ODQ die SNAP-
ittelte Neuroprotektion aufhob und selbst zu keiner Schädigung der Neurone führte (21% 
bb. 3.60: Beteiligung der sGC an SNAP-vermittelter Neuroprotektion 
er sGC-Inhibitor ODQ (20 µM) wurde 1 h vor der Behandlung von hippokampalen Neuronen mit 
NAP (1 und 10 µM) zugegeben. Nach 6 h wurden die Zellen 24 h mit Staurosporin (STS, 200 nM) 
kubiert, anschließend fixiert und mit Hoechst 33258 angefärbt. Der prozentuale Anteil der 
poptotischen Kerne ist als Mittelwert ± S.D. aus jeweils 4-5 Kulturen pro Gruppe angegeben. 
**p<0,001 im Vergleich zur Kontrolle; ###p<0,001 im Vergleich zur Staurosporin-




Anschließend wurden die Kulturen 6 h mit SNAP (1 und 10 µM) inkubiert und 24 h (200 nM) 
mit Staurosporin geschädigt. Abbildung 3.60 
verm










































































.1 Diskussion der verwendeten neuronalen Zellkultur und des 
chädigungsmodelles 
ur Anlage der Neuronenkulturen wurden die Hippokampi von embryonalen Sprague-
Dawley-Ratten, Embryonaltag 18 herangezogen. Die in Neurobasalmedium kultivierten 
Neurone wurden am 7. bzw. 8. Kulturtag für die Behandlungen verwendet. Diese Kulturen 
enthielten zu diesem Zeitpunkt weniger als 5 % nichtneuronale Zellen, die meisten davon 
Astrozyten, wie nach Anfärbung mit Antikörpern gegen das Astrozyten-spezifische, saure 
gliale fibrilläre Protein (GFAP) in unserem Arbeitskreis immunzytochemisch nachgewiesen 
wurde. Zur Schädigung der Neurone wurde hauptsächlich Staurosporin verwendet, in einigen 
Experimenten auch NMDA. 
Staurosporin wurde aus dem Bakterium Streptomyces staurospores isoliert und hemmt neben 
den Serin/Threonin-Kinasen auch Protein-Tyrosin-Kinasen (Lazarovici et al., 1997a). Dies 
führt schon in nanomolaren Konzentrationen zu einer Inhibition der Differenzierung 
(Campbell und Neet, 1995; Hashimoto und Hagino, 1989) und der NGF-induzierten 
Tyrosinphosphorylierung von TrkA-Rezeptoren in PC12-Zellen (Berg et al., 1992; Ohmichi 
et al., 1992; Tapley et al., 1992). Der unspezifische Kinaseinhibitor wurde in vielen Studien 
zur Induktion der neuronalen Apoptose angewandt (Buisson et al., 2003; Prehn et al., 1997; 
hu et al., 2002). Für die Induktion der Staurosporin-induzierten Apoptose wird vor allem die 
995) verantwortlich gemacht. Andere Mechanismen sind aufgrund der 
d 200 nM zur Induktion der 
euronalen Apoptose. 
ine Stimulation des NMDA-Rezeptors durch NMDA führt zu einer Öffnung von 
alciumkanälen, was zu einem vermehrten Einstrom von Ca2+-Ionen in die Zelle mit 







Hemmung der Proteinkinase C (Lazarovici et al., 1997a) und der Phospholipase C (Bunn und 
Saunders, 1
unspezifischen Hemmwirkung aber nicht auszuschließen (Deshmukh und Johnson, 2000). 
Andererseits wurden auch Staurosporin-vermittelte neuroprotektive Effekte z. B. durch 
Hemmung des Amyloid-ß-induzierten Ca2+-Anstiegs (Cheng et al., 1994; Goodman und 
Mattson, 1994) oder Potenzierung EGF-vermittelter MAPK-Phosphorylierung in PC12-Zellen 
(Raffioni und Bradshaw, 1995) für geringe Konzentrationen gemessen. In unseren 






Calciumhomöostase löst dann den neuronalem Zelltod über verschiedene Mechanismen wie 




4.2 Diskussion der Natriumorthovanadat-vermittelten neuro-
protektiven Effekte und der beteiligten Signaltransduktionswege 
 
4.2.1 Natriumorthovanadat-vermittelte TrkA-Phosphorylierung in Abwe-
senheit von NGF 
 
Natriumorthovanadat ist in vielen Studien als unspezifischer Protein-Tyrosin-Phosphatase 
Inhibitor beschrieben worden (Jin et al., 1998; Kreysa et al., 1997; Rijksen et al., 1993), der 
durch reversible Bindung an einem Cysteinrest im katalytischen Zentrum bindet und auf diese 
Weise das Enzym inaktiviert (Denu et al., 1993; Huyer et al., 1997). Auch die Ergebnisse der 
vorliegenden Arbeit bestätigen die Inhibition der PTP durch Orthovanadat. Die rekombinante 
PTP aus Yersinia enterocolitica wurde dabei konzentrationsabhängig gehemmt und die 
hosphataseaktivität schon in nanomolaren Konzentrationen (100 nM) um die Hälfte 
hataseaktivitäten messbar.  
S
(Krieglstein, 1990). 
Die Auswertung der neuronalen Schädigung bzw. des Anteils an apoptotischen Zellkernen 
wurde mit Hilfe der so genannten Höchstfärbung charakterisiert (Ahlemeyer und Krieglstein, 
1998; Latt et al., 1974; Latt und Wohlleb, 1975; Ravati et al., 1999). Der DNA-
Fluorochromfarbstoff Bisbenzimid – auch Hoechst 33258 genannt – i
und bindet an AT-Regionen der DNA (Araki et al., 1985; Labarca und Paigen, 1980; Latt und 
Stetten, 1976; Latt und Wohlleb, 1975). Durch die Kondensation und Fragmentierung des 
Chromatins und des Zellkerns und durch die starke Fluoreszenzintensität während der 
Apoptose (Kerr und Harmon, 1991; Majno und Joris, 1995) konnte die Detektion der 








In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob mittels Protein-Tyrosin-Phosphatase-
Hemmung TrkA-vermittelte neuroprotektive Effekte erzielen werden können. Wie der 
TrkA-Rezeptors transient erhöht. Die 
Autophosphorylierungsstelle Tyr-490 liegt außerhalb der katalytischen Domäne und ist für 
die NGF-vermittelte Neuroprotektion und Differenzierung einer der wichtigsten 
Phosphorylierungsstellen (Kaplan und Stephens, 1994). Nach Bindung von NGF an den 
TrkA-Rezeptor und Phosphorylierung an Tyr-490 kommt es zur Aktivierung von Shc und des 
Ras/Raf/MEK/MAPK-Signalweges (Baxter et al., 1995; Van der Geer et al., 1995). Die in der 
vorliegenden Arbeit durchgeführten immunzytochemischen Aufnahmen in PC12-Zellen und 
in embryonalen hippokampalen Rattenneuronen, als auch die Immunoblotanalysen aus 
Proteinextrakten von Orthovanadat-behandelten hippokampalen Neuronen belegen, dass 
bereits nach 10-minütiger Behandlung mit dem PTP-Inhibitor eine erhöhte Tyrosin- und 
TrkA-Phosphorylierung erfolgte. Im Gegensatz zur NGF-induzierten TrkA-Phosphorylierung, 
wo bereits nach 30 min wieder das Kontrollniveau aufgrund der Rezeptordephosphorylierung 
erreicht wurde (Culmsee et al., 2002; Hempstead et al., 1992), nahm der 
Phosphorylierungsgrad des hochaffinen NGF-Rezeptors durch Orthovanadatbehandlung erst 
nach 3 h geringfügig ab. Erst 6 h nach Beginn der Orthovanadatbehandlung wurde der TrkA-
hosphorylierungsgrad des Kontrollniveaus wieder erreicht. Im Gegensatz dazu zeigen 
in, dass der 
ung mit den unspezifischen anti-phospho-Tyrosin-Antikörpern nicht mehr 
etektierbar. 
 
Literatur zu entnehmen ist, nimmt die NGF-induzierte Phosphorylierung und Aktivierung des 
hochaffinen NGF-Rezeptors TrkA bereits nach 5 bis 10 min ab (Culmsee et al., 2002; 
Hempstead et al., 1992). Hemmung der PTP und der TrkA-Dephosphorylierung durch den 
PTP-Inhibitor Orthovanadat wäre eine mögliche Variante, die NGF-vermittelte TrkA-
Phosphorylierung und Neuroprotektion aufrechtzuerhalten. Durch mehrere in der 
vorliegenden Arbeit präsentierten Ergebnisse konnte erstmals belegt werden, dass der Protein-
Tyrosin-Phosphatase-Inhibitor Orthovanadat den Phosphorylierungsgrad von Tyrosinresten, 
insbesondere aber des Tyr-490 Restes des 
P
immunzytochemische Analysen mit dem Antikörper gegen phosphoryliertes Tyros
Phosphorylierungsgrad an Tyrosinresten das Kontrollniveau schon wieder 3 h nach einer 
Orthovanadatbehandlung erreicht. Die Diskrepanz in der unterschiedlichen Dauer der 
gemessenen Phosphorylierung an TrkA und Tyrosinresten kann damit erklärt werden, dass 
der Anteil des phosphorylierten TrkA im Vergleich zu allen Tyrosinresten im Zytosol relativ 




Interessant ist, welche Rolle der Wachstumsfaktor NGF bei der Orthovanadat-vermittelten 
milie (Levi-Montalcini und Angeletti, 1964; Levi-Montalcini, 1965) und 
aktiviert zwei verschiedene Rezeptoren, den hochaffinen NGF-Rezeptor TrkA (Klein et al., 
affinen NGF-Rezeptors für NGF-
vermittelte Effekte. Der p75NTR-Rezeptor wird als Co-Rezeptor nicht nur für die TrkA-
Aktivierung benötigt (Barker und Shooter, 1994; Hantzopoulos et al., 1994), sondern auch für 
die NGF-induzierte Differenzierung (Hempstead et al., 1991; Verdi et al., 1994) und die 
NGF-vermittelte Neuroprotektion in hippokampalen und kortikalen Kulturen sowie in PC12-
Zellen (Bui et al., 2002; Culmsee et al., 2002; Greene und Kaplan, 1995). Darüber hinaus 
konnte in einigen Experimenten gezeigt werden, dass NGF unabhängig vom TrkA-Rezeptor 
über den p75NTR-Rezeptor neuronalen Zelltod induziert (Brann et al., 2002; Carter und Lewin, 
1997; Dobrowsky et al., 1994; Troy et al., 2002). Demgegenüber steht die neuroprotektive 
Wirkung des p75NTR-Rezeptor nach NGF-Bindung durch Aktivierung des 
Transkriptionsfaktors NF-κB (Carter et al., 1996; Foehr et al., 2000; Rabizadeh et al., 1993). 
Nach Phosphorylierung und Aktivierung durch NGF (Kaplan et al., 1991a,b) induziert der 
TrkA-Rezeptor Differenzierung (Klesse et al., 1999), vermittelt Neuroprotektion in vitro und 
in vivo (Culmsee et al., 1999a,b, 2002; Semkova et al., 1996 a, b) und schützt Neurone gegen 
Apoptose in verschiedenen Zellkultursystemen (Ahlemeyer et al., 2000; Zhang et al., 1993).  
achdem die Befunde eine Orthovanadat-induzierte Hemmung der TrkA-
urch den PTP-Inhibitor-
V
Schwab, 1983; Whittemore et al., 1988). Aber auch in hippokampalen Neuronen während der 
TrkA-Phosphorylierung spielt. NGF ist das am längsten bekannte Mitglied der 
Neurotrophinfa
1991a; Lee et al., 2001; Miller und Kaplan, 2001) der Trk-Rezeptorfamilie (Martin-Zanca et 
al., 1986) und den niedrigaffinen NGF-Rezeptor p75NTR, ein Mitglied der TNF-
Rezeptorfamilie (Chao und Hempstead, 1995; Kaplan und Miller, 1997, Klesse und Parada, 
1999). Zwar zeigen frühere Arbeiten, dass NGF seine Wirkungen nur über den TrkA-
Rezeptor (Perez-Polo et al., 1990), und nicht über den p75NTR-Rezeptor vermittelt (Meakin 
und Shooter, 1992) respektive die induzierten Effekte nicht durch Bindung von NGF an den 
p75NTR-Rezeptor resultieren (Ibanez et al., 1992; Weskamp und Reichardt, 1991). Neuere 
Studien hingegen belegen die Beteiligung des niedrig
N
Dephosphorylierung belegten, sollte geklärt werden, ob die d
vermittelte TrkA-Phosphorylierung nur in Anwesenheit von NGF auftritt oder aber NGF-
unabhängig abläuft. Interessanterweise konnten die vorliegenden Experimente zeigen, dass 
die Orthovanadat-induzierte TrkA-Phosphorylierung unabhängig von NGF ist. NGF wird im 
Hippokampus und im Neocortex des adulten Rattengehirns exprimiert, unter anderem in den 
Zielregionen cholinerger Neurone des basalen orderhirns (Schwab et al., 1979; Seiler und 
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neuronalen Entwicklung findet NGF-Synthese statt (Ayer-LeLievre et al., 1988; Friedman et 
al., 1991; Maisonpierre et al., 1990; Roback et al., 1990). So konnte die Arbeitsgruppe um 
Prochiantz zeigen, dass der NGF-Gehalt im Medium von kultivierten hippokampalen 
Neuronen, die am Embryonaltag 19 angelegt worden sind, signifikant höher lagen als im 
Medium von kultivierten Neuronen des Embryonaltages 17 (Houlgatte et al., 1989). Aus 
diesem Grund ist davon auszugehen, dass auch in unseren hippokampalen Neuronenkulturen 
NGF sezerniert wird. Präinkubation mit den neutralisierenden NGF-Antikörpern blockierten 
zwar die NGF-induzierte TrkA-Phosphorylierung – wie immunzytochemische Aufnahme 
belegen – aber nicht die Orthovanadat-induzierte Phosphorylierung des hochaffinen NGF-
Rezeptors. Diese Experimente belegen, dass nicht nur die Orthovanadat-induzierte 
Neuroprotektion, sondern auch die vermittelte TrkA-Phosphorylierung unabhängig von der 
Anwesenheit des Neurotrophins NGF ist. Inwiefern Orthovanadat diese Effekte vermittelt ist 
unklar. Zum einen besteht die Möglichkeit der direkten Aktivierung des TrkA-Rezeptors 
durch den PTP-Inhibitor. Bis dato liegen aber keine Studien vor, die belegen, dass eine 
direkte Phosphorylierung von Wachstumsfaktorrezeptoren und infolge dessen eine 
Aktivierung durch Orthovanadat induziert wird. Auf der anderen Seite gibt es zahlreiche 
Hinweise dafür, dass es durch Hemmung der Protein-Tyrosin-Phosphatasen indirekt zu einer 
Aktivierung der Wachstumsfaktorrezeptoren kommt, wie zuvor diskutiert. Die Arbeitsgruppe 
um Ullrich konnte ferner eine Basisaktivität für die Kinaserezeptoren nachweisen, die zu einer 
Grundaktivität der Wachstumsfaktorrezeptoren führt (Honegger et al., 1988a,b; Kris et al., 
1985). Eine weitere Möglichkeit der Orthovanadat-vermittelten Rezeptorphosphorylierung in 
Abwesenheit von NGF besteht darin, dass NT-3 zu einer Aktivierung und Phosphorylierung 
von TrkA führt (Barbacid, 1994; Barker und Murphy, 1992) und dieser Zustand durch 
Behandlung mit dem PTP-Inhibitor über einen längeren Zeitraum aufrecht erhalten bleibt. 
 
 
4.2.2 Natriumorthovanadat-vermittelte Neuroprotektion 
 
Die therapeutische Anwendung von NGF bei neurodegenerativen Erkrankungen ist trotz der 
neuroprotektiven Wirkung problematisch, da es sich um ein hochmolekulares Protein handelt, 
das nicht in der Lage ist, die Blut-Hirn-Schranke zu überwinden. Von daher muss nach neuen 
Strategien gesucht werden, um dennoch den neuroprotektiven Effekt des Wachstumsfaktors 
zu nutzen. Nachdem in vorherigen Versuchen eine gesteigerte Phosphorylierung des 
hochaffinen NGF-Rezeptors TrkA gezeigt wurde, sollte die Möglichkeit der Orthovanadat-
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vermittelten Hemmung der Protein-Tyrosin-Phosphatasen als neue Strategie der TrkA-
vermittelten Neuroprotektion untersucht werden. 
Die Behandlung mit dem PTP-Inhibitor Orthovanadat führte in hippokampalen Neuronen zu 
antiapoptotischen Effekten gegenüber Staurosporin- und NMDA-induzierter Apoptose. Die 
Protektion der Neurone durch Orthovanadat war dabei konzentrationsabhängig und auch unter 
den Bedingungen des Entzuges von Wachstumsfaktoren messbar. Gleichzeitig durchgeführte 
Untersuchungen zweier Arbeitsgruppen bestätigen die hier in der vorliegenden Arbeit 
festgestellten neuroprotektiven Eigenschaften von Orthovanadat. Die Arbeitsgruppe um 
Ushio konnte in vivo einen verminderten Anteil an apoptotischen Zellen in hippokampalen 
CA1 Neuronen nach präischämischer (Kawano et al., 2001) und postischämischer 
Behandlung (Hasegawa et al., 2003) mit Orthovanadat gegenüber den Kontrollen gemessen 
haben. Ferner konnten Lu et al. (2002) neuroprotektive Effekte für Pervanadat durch 
Stimulation BDNF-vermittelter Wachstumsfaktoreffekte nachweisen. Demgegenüber zeigten 
höhere Konzentrationen von Orthovanadat (100 µM) keine neuroprotektiven Eigenschaften, 
vielmehr waren bei diesen Konzentrationen signifikante (p<0,001) neurotoxische Effekte zu 
messen. Frühere Studien belegen die neurotoxische Wirkung von Orthovanadat bei höheren 
Konzentrationen: Figiel und Kaczmarek (1997) konnten Orthovanadat-induzierte Apoptose in 
Kulturen von Zellen des Gyrus dentatus für eine Konzentration von 100 µM messen und 
Huang et al. (2000) eine zeit- und konzentrationsabhängige p53-Aktivierung mit 
nachfolgendem apoptotischen Zelltod. 
 
Darüber hinaus sind nicht nur konzentrationsabhängige neuroprotektive Effekte für 
Orthovanadat nachweisbar, sondern auch zeitabhängige antiapoptotische Eigenschaften. So 
konnte durch die vorliegenden Befunde gezeigt werden, dass bei Vorbehandlungszeiten von 6 
bis 9 h der protektive Effekt von Orthovanadat gegenüber Staurosporin-induzierter Apoptose 
maximal ausgeprägt war. Man kann davon ausgehen, dass es diese Zeit bedarf, bis 
Natriumorthovanadat in die Zelle aufgenommen wird und die neuroprotektiven, 
Signaltransduktionswege aktiviert werden, um die neuronale Apoptose zu verhindern.  
 
Es konnte somit gezeigt werden, dass eine konzentrations- und zeitabhängige unspezifische 
Hemmung von Protein-Tyrosin-Phosphatasen durch den PTP-Inhibitor Orthovanadat zu 
neuroprotektiven Effekten führt. Es stellte sich jedoch die Frage, inwiefern der 
Wachstumsfaktor NGF bei der Orthovanadat-vermittelten Neuroprotektion beteiligt ist, 
nachdem in vorherigen Befunden die NGF-unabhängige TrkA-Phosphorylierung durch den 
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PTP-Inhibitor nachgewiesen wurde. So konnte in den Experimenten gezeigt werden, dass eine 
it neutralisierenden NGF-Antikörpern die neuroprotektive Wirkung von 
rthovanadat gegenüber Staurosporin-induzierter Apoptose auch unter den Bedingungen des 
hovanadat-induzierten antiapoptotischen Effekte auch in 
Abwesenheit des Wachstumsfaktors NGF stattfinden. Eine Beteiligung anderer 
 zahlreiche Hinweise dafür, dass K-252a die TrkA-vermittelten 
ierungsstelle ist und Chen et al. (2001) die Regulation der Akt-
Präinkubation m
O
Entzuges von Wachstumsfaktoren (Locke’s Lösung) nicht aufhob. Damit ist ferner 
nachgewiesen, dass die Ort
Wachstumsfaktorrezeptoren z. B. für BDNF, EGF, oder TGF kann bei der zellschützenden 
Wirkung von Orthovanadat nicht ausgeschlossen wurden. Untersuchungen, insbesondere auch 
zu den übrigen Neurotrophin-Rezeptoren, TrkB und TrkC, wären für die antiapoptotische und 
somit auch für die neuroprotektiven Effekte von Orthovanadat vom großen Interesse.  
 
Eine Vorbehandlung mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor K-252a verringerte in einer 
Konzentration von 500 nM die antiapoptotische Wirkung des PTP-Inhibitors Orthovanadat 
signifikant (p<0,05). Es gibt
Effekte vermindert, und somit die vorliegenden Befunde bestätigt. Tapley et al. (1992) 
konnten eine Hemmung der NGF-induzierten Differenzierung von PC12-Zellen zeigen, Berg 
et al. (1992) und Muroya et al. (1992) eine Aufhebung der TrkA-Phosphorylierung bzw. 
TrkA-Aktivierung und Hashimoto (1988) eine Blockade des NGF-vermittelten 
Neuritenwachstums. Die Hemmung der protektiven Wirkung von Orthovanadat durch K-252a 
weist auf eine wesentliche Bedeutung der gemessenen TrkA-Phosphorylierung im 
Mechanismus der Neuroprotektion hin. 
Eine vollständige Aufhebung der Orthovanadat-vermittelten Neuroprotektion oder der 
antiapoptotischen Effekte für K-252a konnten allerdings nicht nachgewiesen werden. Dies ist 
durch die Unspezifität der Protein-Tyrosin-Phosphatase-Hemmung durch Orthovanadat zu 
erklären. Es ist anzunehmen, dass Orthovanadat nicht nur die Dephosphorylierung des TrkA-
Rezeptors hemmt, sondern auch andere neuroprotektiven Proteine mit Tyrosin-
Phosphorylierungsstellen wie z. B. die MAPK (Cohen, 2000; Ostrowski et al., 2000). So kann 
Orthovanadat trotz der Blockade von TrkA durch K-252a zellschützende Effekte vermitteln. 
Auch eine direkte Aktivierung von Akt und Erk1 und Erk2 ist wahrscheinlich, nachdem 
Conus und Kollegen (2002) entdeckten, dass Tyr-474 eine für die Aktivität von Akt 
essentielle Phosphoryl
Aktivierung durch Tyrosinphosphorylierung nachweisen konnte. Andere Arbeitsgruppen 
konnten die Aktivierung von Erk1 und Erk2 durch PTP zeigen (Pulido et al., 1998; Tarrega et 
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al., 2002). Dies könnte die Erklärung dafür sein, weshalb der Tyrosinkinase-Inhibitor K-252a 
die Orthovanadat-vermittelte Neuroprotektion nicht vollständig aufzuheben vermochte.  
 
Es wurden verschiedene Effekte für die Behandlung von Rattenneuronen mit dem 
Tyrosinkinase-Inhibitor K-252a gemessen. Neben der inhibitorischen Wirkung auf die 
Tyrosinkinaserezeptoren konnten neuroprotektive Effekte für eine Konzentration von 20 nM 
gemessen. Auch in den hier dargestellten Versuchen konnte K-252a in der gleichen 
Konzentration neuroprotektive Effekte vermitteln und die durch Orthovanadat-induzierten 
antiapoptotischen Eigenschaften nicht blockieren. Vergleichbare Befunde bestätigen die 
zellschützenden Eigenschaften des Tyrosinkinase-Inhibitors. So wurde eine Stabilisierung der 
Calciumhomöostase durch K-252a gezeigt (Cheng et al., 1994), die offenbar auch zum Schutz 
hippokampaler Neurone gegen Aß-induziertem Zelltod beiträgt (Goodman und Mattson, 
1994). Andererseits konnte die Arbeitsgruppe um Barker zeigen, dass K-252a in kortikalen 
ausneuronen und in PC12nnr5-Zellen Neuroprotektion gegenüber Staurosporin-induzierter 
poptose vermittelt (Roux et al., 2002). Sie wiesen gleichzeitig eine Phosphorylierung und 
ktivierung von Akt und Erk nach, die durch Inhibitoren der PI3-K und der MEK aufgehoben 
 
duzierte Phosphorylierung an Tyr-418 und nachfolgende Aktivierung von Src. Frühere 
abhängig (Wong et al., 1999) von der Focal Adhesion Kinase (FAK) 
he besteht große Hoffnung, mittels Protein-Tyrosin-
hosphatase-Hemmung die neuroprotektive Wirkung des Neurotrophins NGF auch in dessen 





wurde. Die Autoren konnten somit zeigen, dass die neuroprotektiven Eigenschaften von K-
252a sowohl durch den PI3-K/Akt Signaltransduktionsweg als auch durch den MEK/MAPK
Signaltransduktionsweg vermittelt werden. Weiterhin belegt diese Studie eine K-252a-
in
Studien konnten zeigen, dass Src die Akt- und MAPK-Signalwege sowohl abhängig (Jones et 
al., 2000) als auch un
aktiviert und K-252a wiederum FAK phosphoryliert und stimuliert (Maroney et al., 1995). 
Folglich induziert K-252a die Neuroprotektion über eine Src-Phosphorylierung mit 
nachfolgender Aktivierung von FAK und der nachgeschalteten Signaltransduktionswege. 
 
Mit den Experimenten der vorliegenden Arbeit konnte erstmals nachgewiesen werden, dass 
der Protein-Tyrosin-Phosphatase-Inhibitor Orthovanadat durch Verhinderung der Rezeptor-
dephosphorylierung nicht nur zu einer verstärkten Phosphorylierung des hochaffinen NGF-
Rezeptors führt, sondern aufgrund dessen auch NGF-vermittelte Neuroprotektion imitieren 
kann. Aufgrund dieser Tatsac
P
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4.2.3 Beteiligung des PI3-K/Akt- und des MAPK-Signaltransduktions-
weges an Natriumorthovanadat-vermittelter Neuroprotektion 
 
Die NGF-vermittelte Neuroprotektion in hippokampalen Neuronen wird nach 
Phosphorylierung und Aktivierung des TrkA-Rezeptors im Wesentlichen mittels Aktivierung 
zweier Signaltransduktionswege vermittelt. Hierzu gehören der PI3-K/Akt-Signalweg und der 
Ras/MEK/MAPK-Signalweg. Aufgrund der festgestellten NGF-imitierenden Effekte 
hinsichtlich der gesteigerten TrkA-Phosphorylierung und der Neuroprotektion nach 
Behandlung der Neurone mit dem PTP-Inhibitor Orthovanadat lag die Vermutung nahe, dass 
eine Aktivierung der neuroprotektiven Signaltransduktionswege vorliegt. 
Diese Hypothese der PI3-K-vermittelten Protektion konnte in vorliegenden Studien bestätigt 
werden. Vorbehandlung mit dem spezifischen Inhibitor der PI3-K Wortmannin (Davies et al., 
2000) führte sowohl zur Hemmung der Orthovanadat-induzierten Akt-Phosphorylierung als 
auch zu einer Aufhebung der durch Orthovanadat-vermittelten Neuroprotektion. 
Vergleichbare Ergebnisse aus einer anderen Studie zeigen, dass Orthovanadat über eine 
Aktivierung von Akt die Glukoseaufnahme steigert (Donthi et al., 2000). Darüber hinaus 
weisen die hier dargelegten Untersuchungen darauf hin, dass infolge der beschriebenen 
Aktivierung der PI3-K auch die Proteinkinase B/Akt phosphoryliert und aktiviert wird. 
Immunzytochemische Aufnahmen nach Behandlung mit Orthovanadat und 
Immunoblotanalysen von Proteinextrakten aus hippokampalen Rattenneuronen bestätigen die 
transiente Akt-Phosphorylierung an Ser-473. Eine vergleichbare Orthovanadat-vermittelte 
Neuroprotektion mittels Aktivierung von Akt konnte gleichzeitig in einer anderen 
Arbeitsgruppe bestätigt werden (Hasegawa et al., 2003; Kawano et al., 2001). Die dort 
dargelegten Befunde belegen eindeutig, dass Orthovanadat eine Aktivierung von Akt 
induziert und dieses sowohl gegenüber transienter Vorderhirnischämie als auch vor Ischämie 
induziert durch transiente Okklusion der Arteria cerbri media (MCA) schützt. 
Der PI3-K-Signalweg ist eine wichtige Kaskade, die in verschiedenen Zellkulturen 
Neuroprotektion vermittelt (Crowder und Freeman, 1998; Philpott et al., 1997; Yao und 
Cooper, 1995) und durch Wachstumsfaktoren wie BDNF (Cheng und Mattson, 1994; Dolcet 
et al., 1999) oder durch Zytokinine wie TNF-α (Barger et al., 1995; Sandra et al., 2002) 
aktiviert wird. Frühere Experimente unseres Labores konnten zeigen, dass NGF 
hippokampale Neurone vor Schädigungen mit Glutamat oder oxidativem Stress durch eine 
Aktivierung des PI3-K/Akt-Signaltransduktionsweges schützt (Culmsee et al., 2002). 
indung der 85 kDa-Untereinheit an die durch NGF-vermittelte TrkA-B
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Autophosphorylierungsstelle Tyr-751 (Obermeier et al., 1993b; Soltoff et al., 1992) führt zur 
Aktivierung der PI3-K und der Proteinkinase B/Akt, was nachfolgend eine wesentliche Rolle 
in NGF-vermittelter Neuroprotektion durch verschiedene Mechanismen wie z. B. NF-κB-
Aktivierung spielt (Dudek et al., 1997; Marte und Downward, 1997). Frühere Studien haben 
zeigen können, dass Akt den proapoptotischen Faktor Bad bevorzugt an Ser-136 
phosphoryliert. Dies führt zu einer Freisetzung des antiapoptotisch wirkenden Bcl-2 aus dem 
Bcl-2/Bad-Komplex (Datta et al., 1997; Del Peso et al., 1997; Khwaja, 1999) und einer 
Bindung an 14-3-3-Proteinen, was zur Inaktivierung des Bad-Proteins führt (Datta et al., 
2000; Khwaja, 1999). In Abwesenheit von Wachstumsfaktoren bindet Bad an Bcl-2 und Bc-
xL und blockiert so deren antiapoptotischen Eigenschaften (Datta et al., 1997). Auch eine 
Aktivierung des antiapoptotischen Transkriptionsfaktors NF-κB durch Phosphorylierung der 
IκB führt zur Akt-vermittelten Neuroprotektion in verschiedenen Kulturen (Mattson et al., 
2000; Ozes et al., 1999; Romashkova und Makarov, 1999). NF-κB induziert die Synthese von 
Proteinen mit neuroprotektivem Potential wie z. B. viele antiapoptotische Faktoren, darunter 
die „Inhibitors of Apoptosis“ (IAP) sowie Bcl-2 und Bcl-xL (Mattson et al., 2000; Tamatani et 
al., 1999). Diese antiapoptotischen Mitglieder verhindern Apoptose über den Schutz von 
Mitochondrien (Kluck et al., 1997; Kroemer, 1997; Yang et al., 1997) und sind 
wahrscheinlich auch wesentlich an der TrkA-vermittelten neuroprotektiven Wirkung von 
NGF beteiligt (Bui et al., 2002; Zhu et al., 1999). Daneben wird eine Akt-induzierte 
Hemmung der proapoptotischen und die Alzheimer-Erkrankung auslösenden Gsk-3ß durch 
Ser-9 Phosphorylierung beschrieben (Grimes und Jope, 2001). Unter anderem aktiviert Gsk-
3ß den proapoptotischen Transkriptionsfaktor p53, wie neue Studien belegen (Watcharasit et 
al., 2002, 2003). Durch mehrere Arbeitsgruppen konnte nachgewiesen werden, dass Akt-
Aktivität hippokampale Neurone durch Blockade der p53-vermittelten Todeskaskaden schützt 
(Yamaguchi et al., 2001). Die zentrale Rolle von p53 im neuronalen Zelltod ist unter anderem 
in der eigenen Arbeitsgruppe belegt worden (Culmsee et al., 2001, 2003). Weitere Studien auf 
diesem Gebiet vermuten eine Akt-abhängige Phosphorylierung von Murine Double Minute-2 
(MDM2) an Ser-166 (Gottlieb et al., 2002) und Ser-186 (Zhou et al., 2002), was zu einer 
Steigerung der MDM-2-vermittelten Degradation und Ubiquitinierung von p53 führt 
(Ogawara et al., 2002; Zhou et al., 2002).  
Diese Beispiele zeigen, dass die Aktivierung der PI3-K durch verschiedene Rezeptorliganden 
in den Zellen zu einer Aktivierung von Akt führen, welches das Überleben der Zellen sichert, 
indem die Schlüsselfaktoren zu Regulation des Zelltods ausgeschaltet und Überlebenssignale 
induziert werden. Welche Akt-vermittelten Signalwege bei der Orthovanadat-induzierten 
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Neuroprotektion involviert sind, müssen nähere Untersuchungen an den zuvor beschriebenen 
Proteinen zeigen. Jedoch ist auch eine direkte Akt-Aktivierung durch Orthovanadat nicht 
auszuschließen, nachdem Befunde zweier Arbeitsgruppen auf eine Beteiligung der 
Tyrosinphosphorylierung bei der Aktivierung von Akt hinweisen (Chen et al., 2001; Conus et 
al., 2002).  
 
Ein anderer Signaltransduktionsweg, der bei der NGF-vermittelten Neuroprotektion eine 
wesentliche Rolle spielt ist die Ras/Raf/MEK/MAPK-Kaskade (Xia et al., 1995). Auch in den 
Studien der vorliegenden Arbeit wird die Beteiligung der MEK nachgewiesen. So induziert 
der Protein-Tyrosin-Phosphatase-Inhibitor Orthovanadat nicht nur eine Phosphorylierung von 
Erk1/2, sondern auch bei den induzierten antiapoptotischen Eigenschaften gegenüber 
Staurosporin-induzierter Apoptose ist diese Signaltransduktionskaskade wesentlich involviert. 
Präinkubation der hippokampalen Neurone mit dem Inhibitor der MEK-UO126 (Davies et al., 
2000; English JM und Cobb, 2002) verminderte die neuroprotektiven Eigenschaften und 
blockierte die Orthovanadat-induzierte Aktivierung und Phosphorylierung von Erk1 und Erk 
2, wie vorliegende immunzytochemische Aufnahmen und Zellkulturexperimente belegen. 
Vergleichbare Effekte in neuronalen Zellen konnten von der Arbeitsgruppe um Ushio erzielt 
werden, die  MAPK-vermittelte, neuroprotektive Eigenschaften von Orthovanadat gegenüber 
transienter Vorderhirnischämie und gegenüber Ischämie, induziert durch transiente Okklusion 
der Arteria cerbri media (MCA), zeigen konnten (Hasegawa et al., 2003; Kawano et al., 
2001).  
Dieser Signaltransduktionsweg ist nicht nur bei der Differenzierung, sondern auch bei der 
Proliferation und Protektion verschiedenster Zellarten involviert (Gomez und Cohen, 1991; 
Xia et al., 1995). Einige Studien zeigen, dass die neuroprotektiven Eigenschaften von NGF 
sbesondere über den PI3-K-Signalweg vermittelt sind, während der MEK/MAPK-
ignalweg für die neuronale Differenzierung steht (Culmsee et al., 2002; Klesse et al., 1999). 
as/Raf/MEK/MAPK-
NGF (Han und Holtzman, 2000; Nicole et al., 
in
S
Andere Studien zeigen aber ebenso eine entscheidende Rolle der R
Kaskade bei neuroprotektiven Effekten von 
2001). Bindung von Shc an die TrkA-Autophosphorylierungsstelle Tyr-490 nach Aktivierung 
des Rezeptors durch NGF induziert die Ras/Raf/MAPK-Kaskade (Obermeier et al., 1993b, 
1994; Stephens et al., 1994; Van der Geer, 1995). Die Mechanismen, die bei der Erk-
vermittelten Neuroprotektion eine Rolle spielen, sind vielfältig. Geregelt wird die MAPK-
induzierte Protektion von Zellen mittels Aktivierung und Inaktivierung verschiedener 
Proteine und Signalwege. Beispielsweise aktivieren die MAPK den schon zuvor 
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beschriebenen antiapoptotischen Faktor Bcl-2 und die Transkriptionsfaktoren NF-κB und 
CREB (Hindley und Kolch, 2002; Sweatt, 2001), die wiederum die Expression 
mung 
er TrkA-Dephosphorylierung durch den PTP-Inhibitor Orthovanadat nachgewiesen werden. 
antiapoptotischer Faktoren wie MnSOD, die antiapoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie 
Bcl-2 und Bcl-xL oder Calbindin steigern (Mattson et al., 2000). Außerdem inaktivieren die 
MAPK Erk1 und Erk2 die proapoptotischen Faktoren p53 und Bad durch 
Phosphorylierungsreaktionen (Jin et al., 2002; Mazzoni et al., 1999; Zhu et al., 2002). Viele 
der genannten Faktoren spielen eine große Rolle bei der Neuroprotektion und sind sicherlich 
mögliche Faktoren zur Verhinderung neurodegenerativer Erkrankungen wie Morbus 
Alzheimer, Morbus Parkinson und des Schlaganfalls (Mattson et al., 2001). Dies unterstreicht 
die zentrale Bedeutung der Ras/Raf/MEK/MAPK-Kaskade für das neuronale Überleben oder 
den Schutz von Neuronen. 
 
Insgesamt konnte durch die vorliegenden Experimente erstmals belegt werden, dass Protein-
Tyrosin-Phosphatase-Hemmung durch Orthovanadat in Neuronen ähnliche neuroprotektive 
Mechanismen aktiviert, wie das Neurotrophin NGF. Neben einer Aktivierung des hochaffinen 
NGF-Rezeptors TrkA konnte die Beteiligung des PI3-K/Akt-Signaltransduktionsweges und 
des Ras/Raf/MEK/MAPK-Signaltransduktionsweges an der durch Orthovanadat-vermittelten 
Neuroprotektion nachgewiesen werden. Somit könnte die Hemmung von Protein-Tyrosin-
Phosphatasen eine neue, vielversprechende Strategie zur Induktion NGF-ähnlicher 
neuroprotektiver Wirkungen sein. 
 
 
4.3 Diskussion des Einflusses der PTP-1B hinsichtlich der TrkA-
Dephosphorylierung 
 
4.3.1 Die Rolle der Compound 2 und der rekombinanten PTP-1B 
 
Durch Befunde der vorliegenden Arbeit konnten neuroprotektive Effekte infolge Hem
d
Aufgrund des vielfältigen Einflusses der PTP-1B auf verschiedene zelluläre Prozesse v. a. bei 
der Regulation der Wachstumsfaktoren (Flint et al., 1997; Kenner, 1996) sollte untersucht 




Kinetische Studien von Protein-Tyrosin-Phosphatasen lassen darauf schließen, dass für die 
Aktivität der PTP-1B nicht nur die katalytische Domäne für die hochaffine Bindung an ein 
Substrat verantwortlich ist. Für die Substraterkennung werden weitere sogenannte 
„Subtaschen“, die in der Nähe des katalytischen Zentrums liegen, benötigt (Zhang, 1997). Die 
Arbeitsgruppe um Zhang konnte die Notwendigkeit dieser „Subtaschen“ bei der Suche nach 
spezifischen Inhibitoren ebenfalls für die PTP-1B nachweisen (Vetter et al., 2000) und 
aufgrund dieser Befunde PTP-1B-Inhibitoren mit hoher Spezifität synthetisieren (Tab. 3.1; 
Shen et al., 2001; Sun et al., 2003). Sie werden von Sun et al. (2003) namentlich als 
Compound 1 und Compound 2 benannt – Bezeichnungen, die auch in der vorliegenden Arbeit 
r die PTP-1B-Inhibitoren verwendet werden.  
8; Da Penha et al., 1993; Houlgatte et al., 1989), so 
Goldstein et al., 1998). Versuche mit PTP-1B Antisenseoligonukleotiden konnten zeigen, dass 
fü
Die in der vorliegenden Studie erbrachten Belege für die Hypothese der Beteiligung der PTP-
1B an der Dephosphorylierung des hochaffinen NGF-Rezeptors TrkA konnten durch die 
Immunoblotanalyse bestätigt werden. Zum einen hemmt der PTP-1B-Inhibitor Compound 2, 
der im Gegensatz zu Compound 1 die Zellmembran passieren kann (Sun et al., 2003), die 
Dephosphorylierung des TrkA-Rezeptors, was sich durch die erhöhte Phosphorylierung 60 
min nach Behandlung mit 2.5S NGF beweisen lässt. Zum anderen induziert Compound 2 eine 
TrkA-Phosphorylierung ohne zusätzliche NGF-Behandlung. Dies kann einerseits durch einen 
direkten Effekt, das heißt durch eine direkte Compound 2-vermittelte Phosphorylierung 
erzielt werden. Andererseits deuten Literaturberichte darauf hin, dass eine Basissekretion von 
NGF vorliegt (Ayer-LeLievre et al., 198
dass Compound 2 die dadurch induzierte TrkA-Phosphorylierung über einen längeren 
Zeitraum durch Hemmung der PTP-1B aufrechterhalten kann.  
Die PTP-1B gehört zu der Gruppe der nicht-Rezeptor gebundenen Protein-Tyrosin-
Phosphatasen und besteht aus 435 Aminosäuren (Liu, 2003). Sie wurde zuerst im Jahre 1988 
von der Arbeitsgruppe um Tonks (1988a,b) aus humanem Plazentagewebe gereinigt und 
isoliert und schließlich im Jahre 1994 kristallisiert (Barford et al., 1994). Mehrere Studien 
belegen die vielfältige Rolle der PTP-1B. Beispielsweise werden die Signalwege für c-Src 
(Bjorge et al., 2000), Erythropoietin (Cohen et al., 2003), Cadherin (Balsamo et al., 1998) und 
Integrin (Arregui et al., 1998; Cheng et al., 2001) reguliert. Außerdem gibt es Hinweise auf 
eine wichtige Funktion der PTP-1B in pathophysiologischen Mechanismen bei der 
Entstehung von Diabetes mellitus. Es wurde gezeigt, dass die PTP-1B den Insulinrezeptor 
dephosphoryliert und so die Insulin-vermittelten Effekte blockiert (Dadke et al., 2000; 
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die Aktivität des IRS und nachfolgend der PKB gesteigert werden konnte (Gum et al., 2003). 
Andere Studien belegen den Einfluss der PTP-1B hinsichtlich der Dephosphorylierung von 
achstumsfaktorrezeptoren. Haj et al. (2003) konnten die Beteiligung an der EGF- und der 
 ist, 
as Protein zu detektieren. Zum anderen kann eine Anwesenheit der PTP-1B im PC12-
nalysen oder Untersuchungen zur Neuroprotektion mit der 
kombinanten PTP-1B zu verifizieren. Weiterhin sind Studien mit PTP-1B 
W
PDGF-Rezepotordephosphorylierung nachweisen. So zeigten Fibroblasten von PTP-1B-/--
Mäusen eine gesteigerte Phosphorylierung an diesen Rezeptoren. Ferner ist der Literatur zu 
entnehmen, dass durch Aminosäureaustausch inaktivierte PTP-1B nicht mehr in der Lage 
war, den Rezeptor für EGF zu dephosphorylieren (Flint et al., 1997).  
 
Zur Bestätigung vorangehender Experimente wurde der Einfluss der rekombinanten PTP-1B 
auf PC12-Zellen untersucht, die zuvor mit 2.5S NGF stimuliert wurden. PC12-Zellen wurden 
in vielen Studien zur Untersuchung des TrkA-Rezeptors verwendet und gelten als 
Standardzelllinie bei der Untersuchung des hochaffinen NGF-Rezeptors (Hempstead et al., 
1991; Kaplan et al., 1991a,b; Klein et al., 1991a). In den vorliegenden Experimenten konnte 
gezeigt werden, dass eine konzentrations- und zeitabhängige Dephosphorylierung des TrkA-
Rezeptors nach Behandlung NGF-stimulierter PC12-Zellen mit der rekombinanten PTP-1B 
stattfindet. Ferner wurde der hochaffine NGF-Rezeptor in Abhängigkeit von der eingesetzten 
Magnesiumkonzentration dephosphoryliert. Inkubation der PC12-Zellen mit einer 
Magnesiumkonzentration von 60 mM und 3 mU PTP-1B/µl Reaktionsansatz führte im 
Vergleich zur Kontrolle zu einer stärkeren Dephosphorylierung von TrkA. Diese Ergebnisse 
bestätigen frühere Experimente in anderen Zelltypen. Zipser und Kosower (1996) konnten die 
Magnesiumabhängigkeit für die PTP-1B der humanen Erythrozytenmembran nachweisen. 
Interessanterweise reicht eine Magnesiumkonzentration von 100 mM aus, um ohne Zugabe 
von rekombinanter PTP-1B den TrkA-Rezeptor zu dephosphorylieren, wie vorliegende 
Befunde belegen. Eine Ursache für diesen Befund könnte die sehr hohe 
Magnesiumkonzentration sein, die dazu führt, dass der Antikörper nicht mehr in der Lage
d
Zellextrakt nicht ausgeschlossen werden. Diese wird dann durch die Magnesiumionen 
aktiviert, so dass auch ohne Zugabe von rekombinanter PTP-1B eine Dephosphorylierung 
nachzuweisen ist.  
Die Befunde mit der rekombinanten PTP-1B weisen auf eine Beteiligung der PTP-1B an der 
Dephosphorylierung des hochaffinen NGF-Rezeptors TrkA hin und bestätigen die Befunde 




Antisenseoligonukleotiden, Röntgenstrukturanalysen des TrkA-Rezeptors nach potentieller 
PTP-1B-Bindung und/oder Experimente mit der RNA-interference-Methode notwendig, um 
ylierung des TrkA-Rezeptors eindeutig 
al., 2000; Tab. 4.1). 
in der Locke’s 




4.3.2 Die Rolle der Dephostatin-Derivate 
 
Für die Dephostatin-Derivate sind inhibitorische Eigenschaften gegenüber der PTP-1B 
beschrieben worden (Hiroki et al., 2002; Suzuki et al., 2001; Watanabe et 
Aufgrund dieser Erkenntnisse sollte der Einfluss der PTP-1B-Hemmung auf die 
Neuroprotektion hippokampaler Neurone untersucht werden. 
Die in Kapitel 3.3.1 dargestellten Befunde zeigen die neuroprotektive Wirkung der 
Dephostatin-Derivate Ethyl-3,4-dephostatin, 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin. Dabei waren 
die antiapoptotischen und somit neuroprotektiven Effekte konzentrationsabhängig und 
darüber hinaus auch unter den Bedingungen des Entzuges von essentiellen Nährstoffen 
nachweisbar. Demgegenüber stehen die Befunde für das nitrosaminfreie Dephostatin-Derivat 
Methoxim-3,4-dephostatin. Sowohl gegenüber Staurosporin-induzierter Apoptose in 
Neurobasalmedium als auch gegenüber NMDA-induzierter Apoptose in Locke’s Lösung 
konnte keine Neuroprotektion nachgewiesen werden. Im Gegenteil mit Konzentrationen von 
100 µM wurde eine nahezu 100 %ige Schädigung der Neurone festgestellt. In 
Neurobasalmedium war dieser Effekt nicht messbar. Erklärung für diese Schädigung könnte 
die höhere Grundschädigung in Locke’s Lösung aufgrund des Fehlens essentieller Nährstoffe 
und Neuroprotektiva wie z. B. Antioxidantien sein. Zudem scheint es so zu sein, dass die 
Neurone in Locke’s Lösung leichter zu schädigen sind als in Neurobasalmedium, da im 
Gegensatz zu dem in dem Neurobasalmedium enthaltenen B27-Supplement 
Lösung keine zellschützenden Zusatzstoffe wie z. B. Antioxidantien enthalten sind.  
Wodurch letztendlich aber die Schädigung der Neurone nach Methoxim-3,4-dephostatin 
Behandlung ausgelöst wird, ist unklar. Zwar besitzt dieses Dephostatin-Derivat inhibitorische 
Eigenschaften gegenüber der PTP-1B, die ähnlich denen des Ethyl-3,4-dephostatin sind (Tab. 
4.1), doch bei Behandlung mit anderen PTP-1B-Inhibitoren konnte auch in hohen 
Konzentrationen keine Schädigung neuronaler Kulturen festgestellt werden. Obwohl in einer 
Studie gezeigt werden konnte, dass Hemmung der PTP-1B zu einer verminderten NF-κB-
Aktivierung führt (Singh et al., 1996), sind bislang keine Studien veröffentlicht, in denen eine 
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Hemmung der PTP-1B (neuronalem) Zelltod vermittelt. Folglich ist die PTP-1B-Hemmung 
wahrscheinlich nicht verantwortlich für die induzierte Schädigung. Weitere inhibitorische 
Eigenschaften von Methoxim-3,4-dephostatin gegenüber anderen Phosphatasen sind bis dato 
nicht bekannt. Es kann durchaus sein, dass die Induktion von neuronalem Zelltod durch eine 
Aktivierung proapoptotischer Proteine oder durch Inaktivierung antiapoptotischer Proteine 
mittels Methoxim-3,4-dephostatin-vermittelter Dephosphorylierung an Tyrosinresten 
eingeleitet wird. Um dieses aber zu klären, müssten zunächst die inhibitorischen Fähigkeiten 
von Methoxim-3,4-dephostatin hinsichtlich anderer PTP getestet werden. 
 
 
Tab. 4.1: Hemmung verschiedener Phosphatasen durch Dephostatin-Derivate (nach Hiroki et al., 
2002; Suzuki et al., 2001) 
 
 
Die aus der vorliegenden Studie erbrachten Ergebnisse zum Einfluss der Dephostatin-
Derivate gegenüber Staurosporin- und NMDA-induzierter Apoptose zeigen, dass keine 
Korrelation zwischen neuroprotektiven Effekten und inhibitorischer Potenz gegenüber der 
PTP-1B seitens der Dephostatin-Derivate vorliegt. So konnte sowohl für den Ethyl-3,4-
dephostatin als starken Inhibitor der PTP-1B als auch für 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin 
als schwachen Inhibitor Neuroprotektion nachgewiesen werden. Dagegen wurden keine 









PTP-1B   3,15      101     17,2 
SHP-1     5,2     70,7        ? 
CD45    154    >500        ? 
LAR   >500    >500        ? 
xim-3,4-dephostatin, welches ähnliche IC -Werte 50
für die PTP-1B wie Ethyl-3,4-dephostatin besitzt (Hiroki et al., 2002; Suzuki et al., 2001; 
Watanabe et al., 2000; Tab. 4.1), nachgewiesen. Ferner muss hinzugefügt werden, dass die 
Spezifität der PTP-1B-Hemmung durch die Dephostatin-Derivate nicht gegeben ist, so dass 
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genaue Aussagen hinsichtlich des Einflusses der PTP-1B auf die neuroprotektiven 
Eigenschaften nicht gemacht werden können. 
Aufgrund der Tatsache, dass der PTP-1B-Inhibitor Methoxim-3,4-dephostatin keine 
Neuroprotektion zeigt, ist davon auszugehen, dass eine Hemmung der PTP-1B nicht 
ausreichend ist, um hippokampale Rattenneurone vor Staurosporin-induzierter Apoptose zu 
chützen. Vielmehr lassen die dargestellten Befunde zusätzliche Mechanismen für die durch 
lten Effekte sowohl die Hemmung der PTP-1B, als auch die Stickstoffmonoxid-
s
Ethyl-3,4-dephostatin und 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin-induzierte Neuroprotektion 




4.4 Diskussion der Stickstoffmonoxid-vermittelten Neuropro-
tektion und der beteiligten Signaltransduktionswege 
 
4.4.1 Dephostatin-Derivate als NO-Donatoren 
 
Aufgrund der inhibitorischen Wirkung auf die PTP-1B sollten die Dephostatin-Derivate 
Aufschluss über die Beteiligung der PTP-1B an der Dephosphorylierung des hochaffinen 
NGF-Rezeptors geben. Es stellte sich jedoch während der Durchführung der Studien heraus, 
dass einige Derivate Stickstoffmonoxid freisetzen, so dass die Gründe für die TrkA-
vermitte
Freisetzung sein können, die für die Dephostatin-Derivate erstmalig in der vorliegenden 
Arbeit gezeigt werden konnte. In den folgenden Kapiteln soll dieser Zusammenhang genauer 
erläutert werden.  
 
Eine Betrachtung der Dephostatin-Derivate lässt eine Freisetzung von Stickstoffmonoxid 























CH3(A) (B) (C) 
Abb. 4.1: Die chemischen Strukturen der Dephostatin-Derivate 
(A) Ethyl-3,4-dephostatin, (B) 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin und (C) Methoxim-3,4-dephostatin. 
yl-3,4-dephostatin belegt werden. Bezogen auf die 
ingesetzte Gesamtmenge NO der Dephostatin-Derivate wurden spontan 15 % 
eziehungsweise 5 % Stickstoffmonoxid freigesetzt. Für Methoxim-3,4-dephostatin konnte 
zung von NO aus den Dephostatin-Derivaten um das 3,6-fache 
thyl-3,4-dephostatin) bzw. um das 4,2-fache (4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin) gesteigert 
ährend der 
palen Neuronenkultur ebenfalls einer Sauerstoffzufuhr aus der 
 
 
Um die Hypothese zu bestätigen, wurde die NO-Freisetzung von Ethyl-3,4-dephostatin, 4-O-
Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin und Methoxim-3,4-dephostatin auf der Basis einer 
Chemilumineszenzreaktion mit Hilfe des NOA untersucht. 
 




erwartungsgemäß kein freies NO gemessen werden. Nach Zugabe des Sauerstoffdonators 
Iodosobenzen kann die Freiset
(E
werden. Diese Steigerung ist deswegen interessant, da die Dephostatin-Derivate w
Behandlung der hippokam
Umgebungsluft unterliegen. Aufgrund des ausgeprägteren negativ induzierenden Effektes (-I-
Effekt) der beiden Hydroxylgruppen des Ethyl-3,4-dephostatin – im Vergleich zu der 
Hydroxyl- und der Methoxygruppe des 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin, werden sowohl 
ohne als auch unter Zugabe des Sauerstoffdonators Iodosobenzen für Ethyl-3,4-dephostatin 3-
fach höhere Freisetzungswerte als für 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin erreicht. 
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4.4.2 SNAP-vermittelte Neuroprotektion 
 
Um den Einfluss von Stickstoffmonoxid auf die neuronale Zellkultur zu untersuchen und die 
durch die Dephostatin-Derivate-induzierte Neuroprotektion zu bestätigen, wurden 
hippokampale Neurone mit dem NO-Donator SNAP inkubiert. Präinkubation der Kulturen 
mit SNAP führte zu einer Verminderung des prozentualen Anteils der geschädigten Neurone. 
Der antiapoptotische und somit neuroprotektive Effekt von SNAP gegen die Staurosporin-
induzierte Apoptose war dabei konzentrationsabhängig mit maximalen Effekten bei 1 und 10 
µM. 
Der in den vorliegenden Experimenten eingesetzte NO-Donator SNAP wird in zahlreichen 
Studien zur Induktion von NO-vermittelten Effekten verwendet (Ha et al., 2003; Nara et al., 
1999; Rauhala et al., 2002; Vidwans et al., 1999). Im Gegensatz zu anderen NO-Donatoren 
wie „DEA NONOat“ und „Spermin NONOat“, die das monomere Gas spontan oder über 
einen kurzen Zeitraum in Lösung freisetzen, besitzt SNAP eine vergleichsweise lange 
Halbwertszeit von 37 ± 4 h  (Ferrero et al., 1999) und setzt somit NO konstant über einen 
langen Zeitraum frei. 
 
Die Rolle von Stickstoffmonoxid bei der Regulation der neuronalen Apoptose ist komplex 
und wird kontrovers zitiert. Literaturberichten zu Folge kann NO in neuronalen Kulturen 
Apoptose (Dawson et al., 1993; Heneka et al. 1998; Lipton et al., 1993) z. B. durch hohe 
Konzentrationen eines NO-Donators oder durch Aktivierung der iNOS (Heneka et al., 1998; 
Lu et al., 1996) induzieren. Ferner kann es zur Bildung von Peroxynitritradikale kommen, 
welche zur Schädigung von Mitochondrien führen (Bolanos et al., 1997; Stewart und Heales, 
2003), oder Caspase-vermittelten neuronalen Zelltod induzieren (Moriya et al., 2000). Für 
diese NO-vermittelten neurodegenerativen Effekte waren insbesondere sehr hohe 
Konzentrationen des Gases notwendig. Diese Beobachtungen korrelieren mit den 
vorliegenden Ergebnissen, bei denen ebenfalls signifikante neurotoxische Effekte nach 
Behandlung mit 100 µM SNAP induziert wurden. 
 
Andererseits vermittelt NO aber auch neuroprotektive Eigenschaften (Estevez et al., 1998a,b; 
Farinelli et al., 1996), die durch die Untersuchungen mit den Dephostatin-Derivaten als NO-
Donatoren belegt werden konnten. Die hier festgestellten neuroprotektiven Eigenschaften 
stimmen mit den Berichten aus der Literatur durch Untersuchungen in neuronalen und nicht-
neuronalen Zellen überein (Farinelli et al., 1996). So führt NO in niedrigen Konzentrationen 
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zur Neuroprotektion über Caspasehemmung durch S-Nitrosylierung (Li et al., 1997) oder 
durch Nitrosierung am für die katalytische Aktivität essentiellen Cystein (Dimmeler et al., 
1997; Li et al., 1997; Kim et al., 1998; Rossig et al., 1999), zu einer Aktivierung von 
neuroprotektiven Proteinen wie Erk1 und Erk2 (Monteiro et al., 2000; Monteiro, 2002) oder 
zur Hemmung der Cytochrom C-Freisetzung durch Hemmung der Cytochrom C Oxidase und 
Hemmung der Bcl-2 Fragmentierung (Brookers et al., 2002; Kim et al., 1998). Auch 
Experimente zur Bcl-2 Induktion (Genaro et al., 1995) und NF-κB-Aktivierung (Simpson und 
orris, 1999) sowie Schutz vor oxidativem Stress (Monastyrskaja et al., 2002) durch 
 können dabei einerseits durch eine direkte Hemmung der PTP-1B 
M
Bindung mitochondrialer Radikale mit nachfolgender Hemmung der Bcl-xL-Runterregulation 
konnten gezeigt werden (Wenzel et al., 2003).  
 
 
4.4.3 Der Einfluss der NO-Donatoren auf die TrkA-Phosphorylierung 
 
Einige wenige Befunde erläutern die NO-vermittelte Protein-Tyrosin-Phosphatase-Hemmung 
(Li und Whorton, 2003; Takakura et al., 1999). Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse sollte 
der Einfluss der NO-Donatoren auf die Phosphorylierung des TrkA-Rezeptors untersucht 
werden. 
Immunzytochemische Aufnahmen und Immunoblotanalysen von Proteinextrakten aus 
hippokampalen Neuronen zeigen eine transiente Phosphorylierung des hochaffinen NGF-
Rezeptors TrkA nach Inkubation mit den NO-Donatoren Ethyl-3,4-dephostatin und 4-O-
Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin. Vergleichbare Befunde aus dem Labor von Umezawa 
bestätigen diese Ethyl-3,4-dephostatin-induzierte Phosphorylierung. Sie konnten nach 
Behandlung von 3T3-L1 Mausadipozyten ebenfalls eine transiente Phosphorylierung von 
Tyrosinkinaserezeptoren feststellen (Suzuki et al., 2001; Umezawa et al., 2003). Die hier 
beschriebene Phosphorylierung des Insulinrezeptors fand zudem unabhängig von der 
zusätzlichen Behandlung mit dem Insulinrezeptorsubstrat statt. Die induzierte 
Phosphorylierung des TrkA-Rezeptors und die dadurch vermittelte Neuroprotektion durch die 
beiden Substanzen
resultieren. Andererseits zeigen frühere Befunde eine NO-vermittelte Hemmung von Protein-
Tyrosin-Phosphatasen (Caselli et al., 1994), was zur gesteigerten Phosphorylierung von 
Wachstumsfaktoren führt (Callsen et al., 1999; Monteiro et al., 2000). Beispielsweise 
berichten Li und Whorton (2003) von einer NO-vermittelten EGF-Rezeptorphosphorylierung 
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durch Hemmung der PTP-1B. Ebenso ist sicherlich eine Hemmung der PTP durch die 
Dephostatin-vermittelte NO-Freisetzung denkbar. 
 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung neuronaler Kulturen 
it den nitrosaminhaltigen Dephostatin-Derivaten Ethyl-3,4-dephostatin und 4-O-Methyl-
thyl-3,4-dephostatin zu einer verstärkten Phosphorylierung des hochaffinen NGF-Rezeptors 
ähnt, durch die NO-vermittelte Protein-
mung induziert werden. Um die Rolle des monomeren Gases 
m
E
TrkA führt. Diese Befunde können, wie bereits erw
Tyrosin-Phosphatase-Hem
Stickstoffmonoxid näher zu untersuchen, wurden Studien mit dem NO-Donator SNAP 
durchgeführt. Anhand von immunzytochemischen Analysen und der Immunoblotanalyse aus 
Proteinextrakten von SNAP-behandelten hippokampalen Rattenneuronen konnte gezeigt 
werden, dass der NO-Donator zu einer transienten Phosphorylierung des TrkA-Rezeptors 
führt. Bereits eine 10-minütige Behandlung induzierte die TrkA-Phosphorylierung und erst 
nach 3-stündiger Behandlungszeit nahm die Phosphorylierung des hochaffinen NGF-
Rezeptors wieder ab, so dass das Kontrollniveau erreicht wurde. Demgegenüber zeigen 
frühere Studien, dass die NGF-induzierte TrkA-Phosphorylierung nur sehr kurz anhält und 
nach 30 min wieder Signale gleich dem Kontrollniveau erreicht werden (Culmsee et al., 2002; 
Hempstead et al., 1992). Folglich konnte durch Behandlung mit dem NO-Donator eine 
verlängerte TrkA-Phosphorylierung erzielt werden. 
Diese Befunde deuten eindeutig auf eine Beteiligung von Stickstoffmonoxid an der 
Phosphorylierung des TrkA-Rezeptors hin. Die Arbeitsgruppe um Monteiro konnte zeigen, 
dass eine Behandlung von Endothelzellen mit den NO-Donatoren SNP (Sodium 
nitroprusside) und SNAP zu einer Autophosphorylierung des EGF-Rezeptors führt (Oliveira 
et al., 2003). Die Phosphorylierung ist dabei cGMP vermittelt. Vielmehr noch wird eine 
Aktivierung des Ras/Raf/MEK/MAPK-Signaltransduktionsweges für die NO/cGMP-
vermittelte Phosphorylierung des EGF-Rezeptors benötigt, da die Hemmung von Erk1 und 
Erk2 die Phosphorylierung des EGF-Rezeptors blockierte (Oliveira et al., 2003). Der 
aktivierte EGF-Rezeptor stimuliert seinerseits die Ras/Raf/MEK/MAPK-Kaskade, so dass 
also ein positiver Rückkopplungsmechanismus vorliegt (Oliveira et al., 2003).  
Ein Mechanismus, der für die NO-vermittelte Phosphorylierung des TrkA-Rezeptors in Frage 
kommt, ist die Hemmung der Protein-Tyrosin-Phosphatasen. Zwar belegen einige Befunde 
die Aktivierung der PTP-1B durch Stickstoffmonoxid (Hassid et al., 1999; Sreejayan et al., 
2002), jedoch weist die überwiegende Anzahl an Literaturberichten eine Hemmung der PTP-
1B und anderer PTP nach (Caselli et al., 1994; Li und Whorton, 2003; Takakura et al., 1999). 
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Die Hemmung der PTP führt dann, wie bereits erläutert, zu einer verstärkten 
Phosphorylierung von Wachstumsfaktorrezeptoren sowohl bei Anwesenheit als auch bei 
Abwesenheit des Wachstumsfaktors (Callsen et al., 1999; Peranovich et al., 1995).  
Anhand der vorliegenden Ergebnisse konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass die NO-
Donatoren  Ethyl-3,4-dephostatin, 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin und SNAP eine 
Stickstoffmonoxidfreisetzung und eine Phosphorylierung des hochaffinen NGF-Rezeptors 
TrkA mit nachfolgender Neuroprotektion induzieren. Zwar kann eine NO-induzierte 
Hemmung der für die TrkA-Dephosphorylierung verantwortlichen Protein-Tyrosin-
hosphatase(n) sicherlich nicht ausgeschlossen werden, die Beteiligung einer NO-
vermittelten Tyrosin-Phosphatasehemmung bei der hier nachgewiesenen TrkA-
Phosphorylierung kann aber bislang ohne weiteres nicht nachgewiesen werden. Um diese 
Beteiligung zu untersuchen, müsste zunächst die für die TrkA-Dephosphorylierung 
verantwortliche PTP identifiziert werden, um dann den Einfluss von Stickstoffmonoxid auf 
diese Phosphatase messen zu können. Allerdings weisen die in der vorliegenden Arbeit 
durchgeführten Untersuchungen zu der PTP-1B und die Tatsache, dass eine NO-induzierte 
Hemmung dieser Phosphatase bereits belegt wurde, auf einen Zusammenhang hin. Für den 
Nachweis der Kausalität sind jedoch weitere Studien notwendig.  
 
 
Aktivierung des PI3-K/Akt- und des MEK/MAPK-Signal-
 durch NO-Donatoren 
ie bereits erwähnt, wird die NGF-vermittelte Neuroprotektion in hippokampalen Neuronen 







Ras/Raf/MEK/MAPK-Signaltransduktionsweg vermittelt (Sofroniew et al., 2001). Nachdem 
in vorherigen Ergebnissen der Arbeit gezeigt werden konnte, dass die NO-Donatoren Ethyl-
3,4-dephostatin und SNAP hinsichtlich der TrkA-Phosphorylierung und der Neuroprotektion 
NGF-ähnliche Effekte besitzt (Gerling et al., 2002a,b, 2003b), konnte durch die im Folgenden 
diskutierten Experimente eine Aktivierung des PI3-K/Akt-Signalweges nach Behandlung mit 
dem NO-Donator und gleichzeitigem PTP-Inhibitor Ethyl-3,4-dephostatin nachgewiesen 
werden.  
Vorbehandlung embryonaler, hippokampaler Neurone mit dem PI3-K-Inhibitor Wortmannin 
führte sowohl zu einer Aufhebung der Ethyl-3-4-dephostatin-induzierten Akt-
Phosphorylierung als auch zu einer Blockade der antiapoptotischen und somit 
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neuroprotektiven Eigenschaften. Darüber hinaus weisen die hier dargelegten Untersuchungen 
daraufhin, dass infolge der Aktivierung der PI3-K auch Akt phosphoryliert und aktiviert wird. 
ie gleichen Effekte hinsichtlich der 
ktivierung des PI3-K/Akt-Signalweges konnten mit dem NO-Donator SNAP gezeigt 
erden. Diese Befunde bestätigen, dass die nitrosaminhaltigen Dephostatin-Derivate Ethyl-
,4-dephostatin und 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin ihre antiapoptotischen Eigenschaften 
hnliche Effekte konnten nach Behandlung mit Ethyl-3,4-dephostatin für den MEK/MAPK-
 eine Phosphorylierung von Erk1/2 
egenden Arbeit eine Beteiligung der MEK/MAPK-Kaskade an der SNAP-
ermittelten Neuroprotektion nachgewiesen werden. Bestätigt werden obige Befunde durch 
en (Monteiro et al., 2000; Oliveira et al., 2003). 
Die hier durchgeführten Untersuchungen belegen eindeutig die Beteiligung der 
antiapoptotischen Signaltransduktionswege, der PI3-K/Akt-Kaskade und der MEK/MAPK-
Kaskade, an NO-induzierter Neuroprotektion. Die Mechanismen der hier induzierten 
protektiven Wirkungen können vielfältig sein. Zum einen kann eine direkte Aktivierung 
antiapoptotischer Proteine zur Neuroprotektion führen. Literaturberichten zufolge wurde 
beispielsweise eine Beteiligung der Tyrosinphosphorylierung bei der Aktivierung von Akt 
Immunzytochemische Aufnahmen und Immunoblotanalysen aus Proteinextrakten von 
hippokampalen Neuronen nach Behandlung mit Ethyl-3,4-dephostatin belegen die transiente 
Phosphorylierung von Akt. Bestätigt werden die hier gezeigten Befunde durch Ergebnisse aus 
dem Labor von Prof. Umezawa, die ebenfalls eine Beteiligung der PI3-K und der 
Proteinkinase B/Akt bei den durch Ethyl-3,4-dephostatin-vermittelten antidiabetischen 








Signaltransduktionsweg erzielt werden. Es wurde nicht nur
induziert, sondern ferner auch eine Beteiligung der MEK an den vermittelten 
antiapoptotischen Eigenschaften nachgewiesen. Präinkubation hippokampaler Neurone mit 
dem MEK-Inhibitor UO126 verminderte die neuroprotektive Wirkung von Ethyl-3,4-
dephostatin gegenüber Staurosporin-induzierter Apoptose. Zwar fehlen bislang weitere 
Befunde zum Einfluss von Ethyl-3,4-dephostatin auf die MEK/MAPK-Kaskade, so konnte 
jedoch mit Methyl-3,4-dephostatin eine verlängerte Erk1 und Erk2-Phosphorylierung nach 
Behandlung mit NGF demonstriert werden (Fujiwara et al., 1997; Umezawa, 1997). Zudem 
konnte in der vorli
v




nachgewiesen (Chen et al., 2001; Conus et al., 2002). Andere Arbeitsgruppen konnten eine 
Interaktion von Protein-Tyrosin-Phosphatasen mit Erk1 und Erk2 nachweisen (Pulido et al., 
1998; Tarrega et al., 2002). Ob und in welchem Maße Ethyl-3,4-dephostatin in der Lage ist, 
Akt und die MAPK Erk1 und Erk2 über eine Hemmung der Dephosphorylierung an 
Tyrosinresten direkt zu aktivieren, müssen weitere Studien klären.  
Auf der anderen Seite gibt es einige Hinweise in der Literatur dafür (Fujiwara et al., 1997; 
Suzuki et al., 2001), dass die Dephostatin-Derivate Tyrosinkinaserezeptoren aktivieren. Es 
konnte ferner durch die hier durchgeführten Experimente eine Phosphorylierung des 
hochaffinen NGF-Rezeptors TrkA nach Behandlung mit Ethyl-3,4-dephostatin gezeigt 
werden. Aufgrund dieser Aktivierung können die induzierten PI3-K/Akt- und MEK/MAPK-
ignaltransduktionskaskaden die neuroprotektive Wirkung des PTP-Inhibitors über eine 
poptotischer Mediatoren vermitteln. Übersichtsarbeiten erläutern diese Zusammenhänge 
hardt, 2001; Sofroniew et al., 2001), die 
en.  
ise et al., 2001; York et al., 2000). Weitere Experimente konnten die Interaktion der PI3-K 
mit Gab1 (Growth Factor Receptor-bound Protein 2-associated binder 1) belegen, die ebenso 
S
Aktivierung und Neusynthese neuroprotektiver Proteine oder mittels Inaktivierung 
a
(Kaplan und Miller, 1997; Patapoutian und Reic
schon näher bei der Orthovanadat-vermittelten Neuroprotektion im Kapitel 4.2 beschrieben 
wurden. Jedoch sollen an dieser Stelle die Interaktionen zwischen den beiden vor 
Neurodegeneration schützenden Signalwegen erläutert werd
 
Literaturberichten zufolge werden sowohl inhibitorische, aber auch aktivierende Interaktionen 
zwischen dem PI3-K/Akt-Weg und dem Ras/Raf/MEK/MAPK-Weg beschrieben. Die 
Arbeitsgruppe um Zimmermann konnte eine Phosphorylierung von Raf an Ser-259 mit 
nachfolgender Inaktivierung des Proteins in Abhängigkeit des Entwicklungsstadiums der 
Zellen nachweisen (Zimmermann und Moelling, 1999; Rommel et al., 1999). Diese 
inhibitorische Interaktion ist dabei von der Stärke der Akt-Aktivierung abhängig (Moelling et 
al., 2002) und führt letztendlich zu einer Hemmung der Ras/Raf/MEK/MAPK-Kaskade und 
den dadurch vermittelten Effekten (Reusch et al., 2001). Auf der anderen Seite sprechen aber 
viele Befunde für eine stimulierende Interaktion. Rodriguez-Viciana et al. (1994, 1997) 
konnten das Protein p21-Ras als Substrat der PI3-K nachweisen. Andere Studien 
demonstrieren die PI3-K-induzierte Aktivierung des Ras/Raf/MEK/MAPK-Signalweges 
mittels Ras-Interaktion (Crossthwaite et al., 2002; York et al., 2000) und nachfolgender 
Aktivierung antiapoptotischer Proteine wie z. B. NF-κB (Gingery et al., 2003) oder CREB 
(Perkinton et al., 2002). Dieses führt dann zu einer Hemmung der neuronalen Apoptose (Von 
G
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zu der Aktivierung von Ras bzw. zur Aktivierung des Ras/Raf/MEK/MAPK-
an, 2001; Yart et al., 2001). Zudem ist eine 
onteiro, 2002) konnte außerdem eine Ras-
ostatin-induzierter Neuroprotektion nicht 
usgeschlossen werden.  
Signaltransduktionsweges führt (Bisotto und Fixm
positiv modulatorische Interaktion durch Aktivierung der PI3-K/Akt-Kaskade durch Ras 
(Jimenez C, 2002; Rodriguez-Viciana et al., 1996) und Gab1 (Holgado-Madruga et al., 1997) 
beschrieben worden. Diese Literaturberichte zeigen, dass die Interaktionen zwischen dem 
PI3-K/Akt-Weg und dem Ras/Raf/MEK/MAPK-Weg sehr komplex sind und es weitere 
Untersuchungen bedarf, die genauen Zusammenhänge aufzuklären. 
Auch in Abwesenheit der Tyrosinkinaserezeptoren konnte eine NO-vermittelte direkte 
Aktivierung der MEK/MAPK-Kaskade nachgewiesen werden. So konnte beispielsweise die 
Arbeitsgruppe um Dawson von einer Ras- und Erk1/2-Aktivierung durch endogen 
produziertes Stickstoffmonoxid nach ischämischer Präkonditionierung mittels Sauerstoff-
Glucose-Entzug in kortikalen Neuronen berichten (Dawson et al., 1998; Gonzalez-Zulueta et 
al., 2000). Diese cGMP-unabhängige Aktivierung des Ras/Raf/MEK/MAPK-Signalweges 
vermittelte daraufhin neuroprotektive Eigenschaften (Gonzalez-Zulueta et al., 2000) und 
wurde durch Aktivierung der NMDA-Rezeptoren eingeleitet (Yun et al., 1998). Neben der 
Aktivierung von Erk1 und Erk2 durch NO/Ras (M
abhängige NF-κB-Aktivierung gezeigt werden (Lander et al., 1995a,b; Simpson und Morris, 
1999). Die oben zitierten Befunde finden unabhängig von cGMP statt. Die cGMP-abhängige 
Phosphorylierung der PI3-K- und der MAPK-Kaskade und die dadurch induzierten 
neuroprotektiven Effekte von Stickstoffmonoxid werden im nächsten Kapitel näher erläutert. 
 
 
4.4.5 Die Rolle der löslichen Guanylatcyclase bei der NO-vermittelten 
Neuroprotektion 
 
Aufgrund der vorliegenden Messungen, in denen eine NO-Freisetzung aus Ethyl-3,4-
dephostatin und 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin gezeigt werden konnte, kann eine 
Beteiligung des Botenstoffes cGMP an Deph
a
 
ODQ ist ein Inhibitor der löslichen Guanylatcyclasen. Mittels Bindung am Eisen der 
Hämgruppe und nachfolgender Oxidation zu Fe3+ wird die Bindung von NO an das Eisen der 
Hämgruppe und die Aktiverung der löslichen Guanylatcyclase unterbunden (Bellamy und 
Garthwaite, 2002; Stone et al., 1996). Mit den Experimenten der vorliegenden Arbeit konnte 
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eine Guanylatcyclase- bzw. cGMP-vermittelte Neuroprotektion durch Ethyl-3,4-dephostatin 
und 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin nachgewiesen werden. Mit dem 
Guanylatcyclaseinhibitor ODQ konnten die antiapoptotischen Effekte der NO-Donatoren und 
PTP-Inhibitoren blockiert werden. Mit Hilfe von 8-Br-cGMP konnte zudem gezeigt werden, 
dass cGMP neuroprotektiv wirkt.  
Vergleichbare Effekte konnte in der vorliegenden Arbeit durch SNAP gezeigt werden. 
Präinkubation mit dem Inhibitor der löslichen Guanylatcyclase blockierte die durch SNAP-
induzierte Neuroprotektion gegenüber Staurosporin-induzierte Apoptose in hippokampalen 
Neuronenkulturen. 
 
Verschiedene Studien belegen die neuroprotektiven Eigenschaften der löslichen 
uanylatcyclase. Die Aktivierung der löslichen Guanylatcyclase durch Stickstoffmonoxid 
ektive 
 et al., 2001; Thippeswamy und Morris, 1997). 
ten Neuroprotektion (Fiscus, 2002). 
Beispielsweise hemmt sie die Caspase-3, was nachfolgend zu antiapoptotischen Effekten 
G
und die damit verbundene Synthese von cGMP induziert dabei verschiedene neuroprot
Signaltransduktionswege (Fiscus, 2002; Shen
Im Vergleich zu anderen NO-vermittelten Effekten reichen bereits geringe, nanomolare 
Konzentrationen aus, um das Enzym zu aktivieren (Davis et al., 2001). Die Aktivierung und 
damit verbundene Bildung von cGMP führt über verschiedene Mechanismen zur NO-
vermittel
 
Beispielsweise berichten verschiedene Arbeitsgruppen von einer Aktivierung der 
Proteinkinase B/Akt durch Stickstoffmonoxid (Ha et al., 2003; Kook et al., 2003). Ferner 
konnten Barsacchi und Kollegen (2002) eine NO-induzierte cGMP-Freisetzung mit 
Hemmung der Ceramid-vermittelten Apoptose messen. Inaktivierung verschiedener Caspasen 
direkt durch NO oder indirekt über eine Induktion von cGMP wurde von den Arbeitsgruppen 
um Kim/Billiar und Zeiher/Dimmeler nachgewiesen (Dimmeler et al., 1997; Kim et al., 1997, 
1999). Durch die Freisetzung von cGMP kommt es ferner zur Aktivierung der PKG. 
Literaturzitaten zu Folge wird hierdurch Neuroprotektion über die Aktivierung verschiedener 
neuroprotektiver Proteine induziert. Hierzu zählen, um nur einige wenige zu nennen, u. a. 
Bcl-2 (Andoh et al., 2002), NF-κB (Barger und Mattson, 1996; He und Weber, 2003) und 
CREB (Gudi et al., 2000; Lu et al., 1999).  
Bereits 1995 konnten über 40 Substrate identifiziert werden, die cGMP-abhängig durch die 
Proteinkinase G phosphoryliert werden (Wang und Robinson, 1995). Die PKG spielt dabei 
eine wichtige Rolle bei der durch Stickstoffmonoxid-vermittelten Neuroprotektion. 
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durch Blockade der Cytochrom C-Freisetzung führt (Kim et al., 1999). Aber auch eine 
Induktion der Src Kinase mit daraus resultierender Hemmung der Bcl-2 Degradierung 
ejedo et al., 2001) und die Induktion der MnSOD konnte gezeigt werden (Andoh et al., 
ansduktionsweg die Neuroprotektion der 
(T
2002; Rauhala et al., 2002). Neben der NO-induzierten Caspasehemmung, aktiviert 
Stickstoffmonoxid über den NO/sGC/cGMP/PKG-Signalweg die neuroprotektiv wirkenden 
Proteine Erk1 und Erk2 (Ciani et al., 2002; Ho et al., 1999; Komalavilas et al., 1999) und Akt 
(Gélinas et al., 2002; Kawasaki et al., 2003; Kook et al., 2003). Ha et al, (2003) konnten 
zeigen, dass die SNAP-induzierte Akt-Aktivierung, vermittelt durch den 
NO/sGC/cGMP/PKG-Signaltransduktionsweg, zu einer Hemmung der Apoptose mittels Bad-
Phosphorylierung, Inhibierung der Cytochrom C-Freisetzung und S-Nitrosylierung an 
Caspase-3 und Caspase-9 führt und somit neuroprotektive Effekte vermittelt.  
 
Anhand der durchgeführten Studien ist eindeutig die Phosphorylierung des hochaffinen NGF-
Rezeptors TrkA und die Beteiligung der neuroprotektiven PI3-K/Akt- und MEK/MAPK-
Signaltransduktionskaskaden an der NO-vermittelten Neuroprotektion nachgewiesen worden. 
Inwiefern hierfür die Hemmung der für die TrkA-Dephosphorylierung verantwortlichen 
Protein-Tyrosin-Phosphatase verantwortlich ist, lässt sich an dieser Stelle nicht eindeutig 
klären. Sie ist jedoch aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wahrscheinlich. Ferner konnte 
gezeigt werden, dass der sGC/cGMP/PKG-Signaltr
NO-Donatoren SNAP, Ethyl-3,4-dephostatin und 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin 
vermittelt. Somit könnte die Induktion neuroprotektiver Signaltransduktionswege durch NO-
Donatoren eine neue, vielversprechende Strategie zur Verhinderung des neuronalen Zelltods 













































Trotz des enormen Fortschrittes der Medizin und neuen Erkenntnissen über die 
pathologischen Mechanismen des neuronalen Zelltodes steht bislang keine wirkungsvolle, 
kausale Therapie zur Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen zur Verfügung. Die 
Forschung an den pathophysiologischen Mechanismen des neuronalen Zelltodes ist daher 
unabdingbar, um neue Strategien zur Behandlung der neurodegenerativen Erkrankungen zu 
entwickeln und so die Prognose bei den altersbedingten Hirnleistungsstörungen wie Morbus 
Alzheimer oder Morbus Parkinson zu verbessern.  
 
Obwohl unterschiedliche Ursachen für den neuronalen Zelluntergang verantwortlich sein 
können, gibt es zunehmend Hinweise dafür, dass die neuronale Apoptose im Rahmen von 
degenerativen Erkrankungen am Zelltod beteiligt ist. Auch bei den neurodegenerativen 
rkrankungen des Zentralen Nervensystems und nach zerebraler Ischämie ist eine Beteiligung 
ierte, neuroprotektive 
irkung mittels Hemmung der Protein-Tyrosin-Phosphatasen zu imitieren. 
E
apoptotischer Prozesse nachgewiesen worden. Hierin liegt die Grundlage zur Entwicklung 
dringend benötigter neuer Therapiestrategien. Eine Möglichkeit, die neuronale Apoptose nach 
einem schädigenden Ereignis oder im Verlauf neurodegenerativer Erkrankungen zu 
blockieren, stellt dabei die Behandlung mit neurotrophen Wachstumsfaktoren dar.  
 
Für die neurotrophen Wachstumsfaktoren sind antiapoptotische Eigenschaften und 
neuroprotektive Wirkungen beschrieben worden. Durch Aktivierung verschiedenster 
Rezeptoren und Signaltransduktionskaskaden werden Schlüsselproteine aktiviert, die für die 
Hemmung der neuronalen Apoptose und somit für das neuronale Überleben notwendig sind. 
Aufgrund der molekularen Struktur der Wachstumsfaktoren ergeben sich aber insbesondere 
bei der Applikation Probleme, da diese Proteine die Blut-Hirn-Schranke nicht überwinden 
können und somit ungünstige pharmakokinetische Eigenschaften vorliegen. Eine mögliche 
Lösung dieses Problems besteht darin, die Wachstumsfaktor-induz
W
 
Anhand von quantitativen Untersuchungen konnten neuroprotektive Effekte für den PTP-
Inhibitor Orthovanadat festgestellt werden. Der zugrunde liegende Mechanismus dieser 
neuroprotektiven Wirkung scheint eine Induktion der Phosphorylierung von 
Wachstumsfaktorrezeptoren zu sein. Tatsächlich konnte in der vorliegenden Arbeit eine 
Phosphorylierung des hochaffinen NGF-Rezeptors TrkA nach Behandlung embryonaler,
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 hippokampaler Neurone mit dem PTP-Inhibitor nachgewiesen werden. Dieser Befund erklärt 
die neuroprotektiven Eigenschaften von Orthovanadat gegenüber Staurosporin-induzierter 
Apoptose, die durch Hemmung der TrkA-Phosphorylierung mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor 
K-252a vermindert werden konnten. Frühere Studien, in denen die Phosphorylierung und 
Aktivierung des TrkA-Rezeptors durch NGF neuroprotektive Effekte vermittelt, bestätigen 
ng verantwortlich waren. Die 
GF-vermittelte Neuroprotektion wird nach Aktivierung und Phosphorylierung des TrkA-
die gemachten Befunde. 
 
Darüber hinaus wurde erstmals die Phosphorylierung und Aktivierung des NGF-Rezeptors 
TrkA in Abwesenheit von NGF dargestellt. Präinkubation mit neutralisierenden NGF-
Antikörpern vermochte zwar die NGF-induzierte Phosphorylierung des TrkA-Rezeptors und 
die dadurch vermittelte Neuroprotektion aufheben, die Orthovanadat-induzierten Effekte 
konnten jedoch nicht blockiert werden. Dies begründet sich wahrscheinlich durch die 
Basisaktivität der Wachstumsfaktorrezeptoren und/oder durch die Anwesenheit von NT-3. 
  
Nachdem durch Behandlung mit dem Inhibitor der Protein-Tyrosin-Phosphatasen 
Orthovanadat TrkA-vermittelte neuroprotektive Effekte belegt werden konnten, stellte sich 
die Frage, welche Mechanismen für die antiapoptotischen Wirku
N
Rezeptors überwiegend mittels Aktivierung zweier Signaltransduktionswege vermittelt. 
Hierzu gehören der PI3-K/Akt-Signalweg und der Ras/Raf/MEK/MAPK-Signalweg. Für 
Orthovanadat waren die Mechanismen der induzierten Protektion neuronaler Zellen bis dato 
nahezu unbekannt. Mit Hilfe verschiedener molekularbiologischer und biochemischer 
Methoden konnte an dieser Stelle infolge der TrkA-Aktivierung eine Beteiligung dieser 
Signaltransduktionskaskaden an der Orthovanadat-vermittelten Neuroprotektion 
nachgewiesen werden. Immunoblotanalysen aus Proteinextrakten embryonaler, 
hippokampaler Rattenneurone und immunzytochemische Aufnahmen konnten die gesteigerte 
Phosphorylierung von Akt und Erk1 und Erk2 nach Behandlung mit Orthovanadat 
nachweisen. Quantitative Untersuchungen zeigten weiterhin, dass eine Blockade der PI3-K 
durch Wortmannin und eine Hemmung der MEK durch UO126 die neuroprotektiven 
Eigenschaften von Orthovanadat aufheben und somit zweifelsfrei die Beteiligung des PI3-
K/Akt-Signalweges und der MEK/MAPK-Kaskade belegen. 
 
Aus den durchgeführten Untersuchungen der vorliegenden Arbeit geht somit eindeutig 
hervor, dass eine Hemmung der Protein-Tyrosin-Phosphatasen durch Orthovanadat die 
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Phosphorylierung und Aktivierung des hochaffinen NGF-Rezeptors TrkA auch in 
Abwesenheit von NGF induziert und dieses zu neuroprotektiven Effekten mittels Aktivierung 
der PI3-K/Akt-Signaltransduktionskaskade und der Aktivierung der Ras/Raf/MEK-MAPK-
Kaskade führt. Die Hemmung von Protein-Tyrosin-Phosphatasen könnte somit eine neue, 
vielversprechende Strategie sein, die neuroprotektive Wirkung der Wachstumsfaktoren zu 
imitieren, um so im Verlauf chronisch degenerativer Hirnerkrankungen vor neuronalem 
Zelltod zu schützen. 
 
 
Die für die Dephosphorylierung des TrkA-Rezeptors verantwortliche Protein-Tyrosin-
Phosphatase ist bis dato unbekannt. Zwar belegen viele Studien die Beteiligung der PTP-1B 
an der Dephosphorylierung verschiedener Wachstumsfaktoren aus der RTK-Familie, jedoch 
gab es bislang keinen klaren Hinweis zur Interaktion zwischen dem hochaffinen NGF-
Rezeptor und der PTP-1B. In der vorliegenden Arbeit konnte sowohl eine Verlängerung der 
NGF-induzierten TrkA-Phosphorylierung in PC12-Zellen durch den spezifischen PTP-1B-
Inhibitor Compound 2 nachgewiesen werden, als auch eine konzentrations- und zeitabhängige 
Dephosphorylierung des hochaffinen NGF-Rezeptors in embryonalen, hippokampalen 
Neuronen nach Behandlung mit rekombinanter PTP-1B. Anhand der hier durchgeführten 
Experimente besteht Anlass zur Hoffnung, dass die PTP-1B die für die TrkA-
Dephosphorylierung verantwortliche Phosphatase ist. Somit könnte die Hemmung der PTP-
1B ein probater Mechanismus zur Induktion der TrkA-Phosphorylierung und der dadurch 
ermittelten Neuroprotektion sein. 
bivalente Verhalten von Stickstoffmonoxid 
erantwortlichen Mechanismen sind gerade auf neuronaler Ebene 




Studien früherer Arbeiten zeigen das am
hinsichtlich der neuronalen Degeneration. So konnte nachgewiesen werden, dass hohe 
Konzentrationen des monomeren Gases toxische Effekte durch Aktivierung verschiedener 
Mechanismen induzieren, hingegen aber niedrigere Konzentrationen antiapoptotische Effekte 




In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine NO-Freisetzung für die Dephostatin-Derivate 
Ethyl-3,4-dephostatin und 4-O-Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin gemessen. Dieser Befund ist 
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insbesondere im Hinblick auf die festgestellten neuroprotektiven Eigenschaften dieser 
Substanzklasse interessant. So konnten anhand quantitativer Untersuchungen in 
hippokampalen Rattenneuronen antiapoptotische Effekte gegenüber Staurosporin-induzierter 
Apoptose für diese NO-Donatoren nachgewiesen werden, wohingegen das Nitrosaminfreie 
Derivat Methoxim-3,4-dephostatin weder Stickstoffmonoxid freisetzte noch Neuroprotektion 
rmuten, welche nicht nur für die neuroprotektiven Effekte des NO-
onators SNAP demonstriert wurde, sondern auch für Ethyl-3,4-dephostatin und 4-O-
 hippokampalen Proteinextrakten konnten nicht 
ur eine SNAP-induzierte TrkA-Phosphorylierung belegen, sondern auch zeigen, dass die 
teigerte Phosphorylierung von Akt nach der 
vermittelte. Aufgrund dieser Feststellungen schien eine Korrelation zwischen der 
Stickstoffmonoxidfreisetzung und der Neuroprotektion zu bestehen. Die hierfür 
verantwortlichen Mechanismen ließen daraufhin eine Beteiligung der löslichen 
Guanylatcyclase ve
D
Methyl-Ethyl-3,4-dephostatin gezeigt werden konnte. 
 
Für einige NO-Donatoren sind hemmende Eigenschaften hinsichtlich diverser Protein-
Tyrosin-Phosphatasen beschrieben worden. Dennoch sind diese Prozesse und die dadurch 
vermittelten Effekte noch nicht aufgeklärt worden. Es war daher von großem Interesse, diese 
Zusammenhänge zu charakterisieren und hinsichtlich des Einflusses auf den 
Tyrosinkinaserezeptor TrkA zu untersuchen. Die Ergebnisse immunzytochemischer 
Messungen und die Immunoblotanalysen von
n
Dephostatin-Derivate Ethyl-3,4-dephostatin und 4-O-Methyl-3,4-dephostatin neben der 
Neuroprotektion eine transiente Phosphorylierung des hochaffinen NGF-Rezeptors 
induzieren. Dieses begründet sich höchstwahrscheinlich aus der NO-vermittelten Hemmung 
der Protein-Tyrosin-Phosphatasen, wenngleich kompetitive Hemmmechanismen für die 
Dephostatin-Derivate hinsichtlich einiger PTP beschrieben wurden. 
 
Auf der Grundlage obiger Feststellungen stellte sich die Frage, ob durch die induzierte TrkA-
Phosphorylierung die dem hochaffinen NGF-Rezeptor nachgeschalteten 
Signaltransduktionswege bei der NO-vermittelten Neuroprotektion beteiligt waren. 
Diesbezüglich konnte durch vorliegende immunzytochemische Aufnahmen und 
Immunoblotanalysen nicht nur eine ges
Behandlung mit den NO-Donatoren Ethyl-3,4-dephostatin und SNAP nachgewiesen werden, 
sondern auch eine transiente Phosphorylierung der MAPK Erk1 und Erk2. Vielmehr noch 
bestätigten die durchgeführten Studien mit den Inhibitoren der PI3-K und der MEK die 
Beteiligung des PI3-K/Akt- und des Ras/Raf/MEK/MAPK-Signaltransduktionsweges an der 
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NO-induzierten Neuroprotektion. Somit erlauben die Befunde der vorliegenden Arbeit die 
Schlussfolgerung, dass ein positiver Zusammenhang zwischen NO-induzierter 
Neuroprotektion und Aktivierung der neuroprotektiven PI3-K/Akt- und der MEK/MAPK-
Signalwege besteht.  
 
Anhand der durchgeführten Studien konnte zweifelsfrei die NO-vermittelte Induktion der 
TrkA-Phosphorylierung demonstriert werden. Neben der Beteiligung der neuroprotektiven 
PI3-K/Akt- und der MEK/MAPK-Transduktionskaskaden konnte die Beteiligung der 
löslichen Guanylatcyclase an den antiapoptotischen Effekten der NO-Donatoren SNAP und 
Ethyl-3,4-dephostatin belegt werden. Inwiefern Interaktionen zwischen diesen Kaskaden 
bestehen und welche Rolle der Hemmung der Protein-Tyrosin-Phosphatasen durch die 
ephostatin-Derivate zukommt, müssen nähere Untersuchungen zeigen. Die Induktion von D
neuroprotektiven Neurotrophin-Signalkaskaden durch die NO-Donatoren könnte aufgrund der 
Hemmung der Protein-Tyrosin-Phosphatasen eine neue, vielversprechende Strategie sein, um 
in die pathophysiologischen Mechanismen des neuronalen Zelltods einzugreifen und so neue 
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 09/1997   1. Abschnitt der Pharmazeutischen Prüfung 








 Praktische Tätigkeiten 
  
 09/1998 – 12/1998  Anstellung als studentische Hilfskraft am Institut für 
Marburg; »Reinigung und  
 Praktikum in der Neuen Universitätsapotheke zum  
 bei Vetter Pharma Fertigung GmbH & Co. 
insichtlich der Qualitätsstandards in 
als Apotheker 
akologie und Toxikologie der Philipps-Universität 
 
durch Hemmung von Protein-
und durch NO-Donatoren« 
    Pharmazeutische Chemie, Abteilung Biochemie der 
    Philipps-Universität 
    Charakterisierung rekombinanter Aldolasemutanten« 
 12/1999 – 06/2000 
    Schwan in Marburg 
 06/2000 – 12/2000  Praktikum
    KG in Ravensburg; »Implementierung eines neuen  
    Prozessablaufs h




 01/2001   3. Abschnitt der Pharmazeutischen Prüfung 
 03/2001   Approbation 
 
 
Berufliche Tätigkeiten   
 02/01 – 01/04   Wissenschaftlicher Mitarbeiter am Institut für  
     Pharm
     Marburg, Anfertigung einer Promotionsarbeit: 
     »Neuroprotektion und Aktivierung von Neurotrophin-
     Signaltransduktionswegen 
     Tyrosin-Phosphatasen 
 
 
